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1 RÉSUMÉ 
 Méthode de dosage de PACE4 pour l’évaluation de son potentiel comme 
biomarqueur du cancer de la prostate 
 
 
Par 
Frédérik Dufour 
Programmes de biochimie 
 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de maitre ès sciences (M. Sc.) en biochimie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
L’utilité clinique du dosage de l’antigène prostatique spécifique (APS) est maintenant remise 
en question pour le dépistage du cancer de la prostate (CaP) puisque ce biomarqueur est non 
spécifique au CaP. Ce test de dépistage demeure tout de même fréquemment utilisé en 
clinique par manque de meilleurs biomarqueurs. De plus, le manque d’outil pronostique pour 
ce type de cancer est un problème clinique auquel il est impératif de s’attaquer. Les travaux 
faits par notre groupe de recherche fournissent plusieurs évidences appuyant l’hypothèse que 
l’isoforme consensuelle de PACE4 (PACE4-CtCons) ainsi qu’une isoforme récemment 
découverte dont l’extrémité C-terminale est distincte (PACE4-CtAlt) pourraient représentées 
des biomarqueurs utiles du CaP. Cependant, aucun essai biochimique n’est disponible pour 
doser précisément les niveaux de ces deux isoformes dans les prélèvements sanguins ou dans 
l’urine. Un essai d’immunoprécipitation couplée à une analyse de spectrométrie de masse en 
tandem (MS/MS) adaptée du mode multiple reaction monitoring (pseudoMRM) a ainsi été 
développé. Tout d’abord, 6 transitions (2 par peptides) ont été sélectionnées et optimisées 
pour quantifier les peptides MLELSAPELEPPK et NVVVTILDDGIER, communs aux deux 
isoformes, ainsi que le peptide LETFWVVTTGR, unique à PACE4-CtAlt avec des limites 
de détection à des concentrations inférieures à 5 nM. Pour l’essai, trois anticorps ont été 
produits (anti-domaine P, anti-CtCons et anti-CtAlt) et la spécificité a été validée. L’essai a 
été employé dans l’urine et dans les plasmas de patients atteints d’un CaP. PACE4-CtAlt n’a 
été observée dans aucun des échantillons cliniques analysés durant cette étude. Pour ce qui 
est de PACE4-CtCons, il n’a été détecté que dans les prélèvements sanguins. Les niveaux de 
PACE4-CtCons ont ensuite été déterminés dans 33 prélèvements sanguins avec l’anti-
domaine P pour comparer des patients atteints d’un CaP (N = 25) et des échantillons contrôles 
(N = 8). Il y aurait 2,2x plus de PACE4-CtCons dans le sang des patients atteints d’un CaP 
que chez les patients contrôles. En somme, il est possible de conclure que les niveaux 
sanguins de PACE4-CtCons sont plus élevés chez des patients atteints d’un CaP que chez les 
patients sains, mais qu’il n’y aurait pas de PACE4 dans l’urine. Aussi, un essai plus sensible 
comme l’ELISA est nécessaire pour doser les niveaux de PACE-CtAlt dans ces prélèvements 
si cette isoforme peut effectivement atteindre le sang.   
Mots clés : Proprotéines convertases, PACE4, cancer de la prostate, biomarqueur, 
spectrométrie de masse, multiple reaction monitoring  
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1  INTRODUCTION 
Pour plusieurs pathologies, dont en autre le cancer, les manifestations cliniques peuvent être 
non spécifiques jusqu’à tardivement dans le développement de la maladie, ce qui peut rendre 
le dépistage et le choix des soins appropriés assez difficiles (Sahu et al., 2011). Ainsi, les 
biomarqueurs en médecine moderne sont des outils indispensables pour la détection de 
maladies et pour la prise en charge des patients. Quoique le terme biomarqueur soit 
relativement nouveau, ils sont utilisés depuis plusieurs siècles. Un exemple de biomarqueur 
est la température corporelle qui indique qu’un patient fait de la fièvre (Goodsaid et Frueh, 
2007). Dans ce mémoire de maîtrise, il sera question de la mise au point d’une méthode pour 
valider le potentiel de biomarqueurs prometteurs dans le cancer de la prostate (CaP). 
1.1 Les biomarqueurs 
1.1.1 Définition et caractéristiques 
Selon la fonction du biomarqueur (ex. pronostic, diagnostic, réponse au traitement, etc.) ou 
la spécialité médicale (ex. oncologie, pneumologie, cardiologie, etc.), le terme biomarqueur 
peut prendre plusieurs définitions. Plus générale, celle proposée par le National Institutes of 
Health (NIH) est : une mesure objective d’un attribut physiologique, évaluant un indicateur 
de processus biologique normal, un indicateur de processus pathogénique ou une réponse 
pharmacologique suite au traitement avec un agent thérapeutique (Atkinson A.J. et al., 2001). 
Les biomarqueurs peuvent prendre plusieurs formes : une protéine, un ARN, un ADN, une 
modification épigénétique, une modification post-traductionnelle, un métabolite, etc. 
(Prensner et al., 2012). On dénombre 7 rôles majeurs attribués aux biomarqueurs en 
médecine : le dépistage, le diagnostic d’une pathologie, l’évaluation du pronostic de la 
maladie, la description de la disposition envers une maladie pour un patient donné, l’aide aux 
choix thérapeutiques, le suivie de la maladie ou la description de la prédisposition 
pharmacogénomique d’un patient (Prensner et al., 2012; Sawyers, 2008). Un marqueur 
biologique idéal est préférablement exprimé exclusivement au site de l’organe atteint, prélevé 
par la voie la moins invasive (par exemple : urine ou prélèvement sanguin), mesurable 
facilement et sécuritairement, et devrait apporter des réponses dans le contexte pathologique 
pour la prise de décision. De plus, il devrait être très sensible (c.-à-d. une proportion élevée 
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des personnes atteintes de la pathologie en question devrait avoir un test positif) et très 
spécifique (c.-à-d. une proportion élevée des personnes saines devraient avoir un test négatif) 
pour la pathologie et avoir des valeurs prédictives positives et négatives élevées (valeurs 
mesurant les performances de l'essai à discriminer les vrais positifs et les vrais négatifs des 
faux positifs et faux négatifs) (Prensner et al., 2012).  
1.1.2 Étapes de la validation d’un biomarqueur 
La découverte et la validation d’un biomarqueur peuvent être réparties en 5 phases distinctes 
qui s’apparentent aux phases des essais cliniques (Pepe et al., 2008; Ransohoff, 2007). Tout 
d’abord, la première phase est la découverte du biomarqueur. Dans cette phase, il est 
important de décrire les patrons d’expression du biomarqueur autant dans des conditions 
pathologiques que saines dans l’organisme entier et de s'assurer de la spécificité tissulaire ou 
pathologique du candidat. Il faut également connaitre l’étendue des niveaux retrouvés dans 
les échantillons biologiques ainsi que les niveaux moyens dans l’organisme. La deuxième 
phase est de développer l’essai de dosage du marqueur. Idéalement, l’essai est facile à faire, 
non invasif pour le patient et reproductible. En plus, il ne devrait y avoir aucune variation 
des résultats en fonction de facteurs confondants comme l’âge ou le sexe. La troisième phase 
consiste en l’élaboration et la conduite d’études rétrospectives qui vont évaluer les 
performances de l’essai à discriminer l’issu pathologique désiré. Des informations comme 
les valeurs de spécificité et de sensibilité ainsi que les valeurs prédictives positives et 
négatives pourront être calculées. Les quatrième et cinquième phases sont les études 
prospectives et l’analyse de l’impact du nouvel outil diagnostique sur le système de santé en 
ce qui concerne les coûts ou les vies sauvées. 
1.1.3 Méthodes d’étude des biomarqueurs 
La méthode utilisée pour doser un biomarqueur dépend largement de la nature du 
biomarqueur (protéine, ADN, ARN, etc.), de l’application clinique (qualitatif, quantitatif, 
etc.)  ainsi que des limites propres aux technologies employées (sensibilité, spécificité, choix 
des composantes de l’essai (ex. anticorps), etc.) (Chau et al., 2008).  Les technologies à haut 
débit comme le séquençage, les puces à ADN ou la spectrométrie de masse (MS) sont 
intéressantes pour l’étude des biomarqueurs puisqu’elles permettent de doser plusieurs 
biomarqueurs potentiels en parallèle permettant d’identifier plus d’un candidat dans une 
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même expérience. Les méthodes à haut débit sont toutefois largement dépendantes des 
librairies (séquençage, puces à ADN) ainsi que des bases de données utilisées pour 
l’alignement des séquences et pour l’identification des marqueurs. De plus, les candidats 
identifiés doivent habituellement être validés par des méthodes ciblées comme 
l’amplification en chaîne par polymérase (PCR) quantitative ou par ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay). D’ailleurs, ce sont ces méthodes ciblées qui sont largement utilisées 
en clinique puisqu’elles sont sensibles, spécifiques et très reproductibles (Chau et al., 2008). 
De plus, la mesure faite par ces techniques est pertinente pour la prise en charge du patient 
en clinique puisqu’elle est compréhensible pour un clinicien (ng/L, mmol/L, etc.) et peut 
facilement être comparée au seuil de normalité établie en clinique.   
1.1.3.1 Méthode sélective en spectrométrie de masse pour l’étude des biomarqueurs 
Le développement de modes d’analyse ciblés sur ces plateformes technologiques offre 
plusieurs avantages pour l’étude des biomarqueurs. Dans ce sens, le mode d’analyse MS 
nommé multiple reaction monitoring (MRM) permet de faire l’analyse de biomarqueurs avec 
une spécificité et une sensibilité comparable aux essais immunologiques (Figure 1) (Picotti 
et Aebersold, 2012). L’un des grands avantages de l’analyse MRM est la capacité de 
multiplexer les analyses. De ce fait, les transitions de plus d’une protéine peuvent être suivies 
et doser en parallèle dans le même échantillon augmentant le pouvoir d’analyse de l’essai. 
De plus, avec l’ajout de peptides standards isotopiquement marquées dans les échantillons, 
il est possible de quantifier les analytes d’intérêts de façon absolue, contrairement aux 
analyses MS standards, où la quantification est plutôt relative (Picotti et Aebersold, 2012). 
Un désavantage est que chaque méthode doit être optimisée individuellement pour obtenir la 
sensibilité optimale, mais cela est fait relativement rapidement par l’infusion des peptides 
synthétiques.  
 
Dans une analyse en mode MRM, les ions précurseurs sont filtrés en Q1 et les ions produits, 
générés par la fragmentation des ions précurseurs au niveau de la cellule de collision (Q2) du 
spectromètre de masse, sont suivis sélectivement grâce à l’analyseur en Q3 (Picotti et 
Aebersold, 2012). Le détecteur de l’appareil permet d’obtenir des chromatogrammes 
spécifiques aux transitions (ion précurseur/ion produit) sélectionnées et l’aire sous la courbe 
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distinguer les cancers de la prostate indolents de ceux cliniquement significatifs (Collège des 
médecins du Québec, 2013; Schroder et al., 2012).   
1.2 Le cancer de la prostate 
1.2.1 Épidémiologie 
Au Canada, le CaP représente en 2015 la forme de cancer la plus prévalente chez l’homme 
et la cinquième cause de mortalité par cancer (Comité consultatif de la Société canadienne 
du cancer, 2015). De ce fait, il est estimé qu’un homme sur 8 sera atteint d’un CaP dans sa 
vie tandis que 1 homme sur 27 en mourra. Parmi les facteurs de risque du CaP, l’âge est sans 
contredit le facteur le plus important. De ce fait, la prévalence de CaP non diagnostiqué à 
l’autopsie est d’au-delà de 20 % pour la tranche d’âge 40-49 ans et grimpe à tout prêt de 50 % 
chez les hommes âgés de plus de 80 ans (Jahn et al., 2015). Un historique familial de CaP 
contribue fortement à l'augmentation du risque de développer un CaP. En conséquence, les 
hommes qui ont des proches atteints d’un CaP (parents de premiers degrés : père ou frères) 
ont plus de risques d’avoir un diagnostic de CaP au cours de leur vie (Albright et al., 2015). 
Le risque relatif est de 2,48 si 1 seul membre de la famille est atteint et ce risque peut grimper 
jusqu’à 7,65 si 4 membres de la famille immédiate sont atteints du CaP. La race influence 
également le risque de développer un CaP. Il est estimé qu’il y a 2 x plus de nouveaux cas de 
CaP en 2015 chez les hommes de race noire comparativement aux hommes caucasiens (taux 
d’incidence par 100 000 de population ajusté pour l’âge : 208,7 vs 123,0 nouveaux cas, 
respectivement) tandis que ce risque est diminué de moitié pour les asiatiques (67,8 nouveaux 
cas par 100 000 de population) (Siegel et al., 2016).  
1.2.2 Prédisposition génétique 
Ces facteurs de risques suggèrent qu’il pourrait y avoir une composante génétique 
prédisposant certains hommes à développer un CaP. De ce fait, des études d’association 
pangénomique ont maintenant identifié plus de 90 polymorphismes nucléotidiques 
fréquemment détectés qui expliqueraient dans l’ensemble près d’un tiers du risque héréditaire 
de développer un CaP (Demichelis et Stanford, 2014; Eeles et al., 2013). De plus, il a été 
montré qu’une accumulation de polymorphismes nucléotidiques sur le génome augmenterait 
le risque de développer le CaP (Eeles et al., 2013). D’un autre côté, certains polymorphismes 
plus rares ont une pénétrance très importante. Par exemple, certaines mutations causant la 
  
16 
16 
perte de fonction dans les gènes breast cancer-1 et -2 (BRCA1 et BRCA2), gènes impliqués 
dans la réparation des dommages à l’ADN, sont associées à un risque jusqu’à 3,5 x plus élevé 
de développer un CaP pour BRCA1 et jusqu’à 8,6 x plus élevé pour BRCA2 chez des hommes 
âgés de plus de 65 ans (Helfand et Catalona, 2014). Ces mutations sont toutefois des 
évènements assez rares, étant détectables dans environ 0,3 % des cancers sporadiques 
(Helfand et Catalona, 2014). Les modifications épigénétiques seraient aussi impliquées dans 
la prédisposition au CaP (Damaschke et al., 2013). Dans le cancer en général, il y a une 
hypométhylation globale du génome ainsi qu’une hyperméthylation site-spécifique,  associée 
à la répression génique (Esteller, 2007). Dans les cas de CaP, la méthylation de l’ADN 
prostatique tend à décroitre en fonction du stade pathologique (Bedford et Van Helden, 1987; 
Yegnasubramanian et al., 2008). Il est même suggéré que l’hypométhylation du génome 
serait un mécanisme précédant la tumorigénèse puisque l’ADN des lésions prénéoplasiques 
de PIN (prostatic intra-epithelial neoplasia) est légèrement hypométhylé comparativement 
aux tissus sains. Quelques gènes sont hyperméthylés dans le CaP inactivant par le fait même 
leur expression, par exemple : le gène androgen receptor (AR), le gène estrogen receptor 2 
(ESR2) ou le gène multidrug resistance protein 1 (MDR1) (Li et al., 2004). Dans l’ensemble, 
la composante génétique ne peut être négligée dans les facteurs de risque du CaP, mais 
malheureusement, elle n’a toujours pas d’application clinique.  
1.2.3 Dépistage et diagnostic 
Le CaP est un type de cancer à progression généralement lente et dépendant des androgènes 
(Figure 2) et donc le dépistage y est approprié. Selon les dernières recommandations du 
Collège des Médecins du Québec datant de juin 2013, ‘les médecins doivent envisager le 
dépistage du cancer de la prostate chez leurs patients âgés de 55 à 70 ans ayant une 
espérance de vie de plus de 10 ans et peuvent l’envisager avant l’âge de 55 ans chez leurs 
patients à plus haut risque de cancer de la prostate (antécédents familiaux ou de race noire). 
(Recommandation faible)’. De plus, ‘Les médecins ne doivent pas proposer le dépistage du 
cancer de la prostate à leurs patients âgés de plus de 70 ans, ni à ceux dont l’espérance de 
vie est estimée à moins de 10 ans. (Recommandation forte) Les médecins devraient faire un 
toucher rectal aux patients qui optent pour le dépistage, en plus du dosage de l’antigène 
prostatique spécifique (APS). (Recommandation faible)’ (Collège des médecins du Québec, 
2013). Le diagnostic lui est fait par biopsies principalement par voie transrectale.  
??
???
???
???????? ???????????????????????????????
?????? ???? ???? ????????? ?? ??????? ????????? ???? ????????????? ???????????? ???? ??? ????????? ???
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????? ??? ???????????? ???? ???????????????? ??? ???????? ???? ?????????? ?????? ???
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????? ?????????????? ??? ???????? ??? ???????????? ??? ??? ???????????? ?????????? ??? ????
??????????????? ?????????????? ??????????? ????????????????? ??? ???????????? ???????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????? ?????????????????????????????
?
????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??? ??? ???? ????? ???????? ??????????? ????? ????????? ????? ??? ???? ????? ??????????? ???????? ???
????????????? ??????????????????????? ????? ????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?
?
?
  
18 
18 
1.2.3.2 Histoire de l’APS comme outil de dépistage du cancer de la prostate 
L’APS fut découvert vers la fin des années 1960, mais ne fut détecté pour la première fois 
qu’en 1980, par Lawrence D. Papsidero, dans le sérum de patients ayant un CaP métastatique 
(Rao et al., 2008). En 1987, le groupe de recherche de Thomas A. Stamey a démontré la 
corrélation entre le niveau d’APS dans le sérum et le stade clinique du CaP. Ils ont aussi 
observé que les niveaux d’APS étaient indétectables suite à la prostatectomie radicale (Rao 
et al., 2008; Stamey et al., 1987). Ce fut la première étude d’envergure suggérant l’utilité 
clinique de l’APS comme biomarqueur pour le suivi du CaP. Le dosage de la phosphatase 
acide prostatique (PAP), méthode auparavant utilisée pour le dépistage du CaP, fut donc 
rapidement remplacé par l’APS dans le milieu des années 1980. Suite à l’introduction du test 
de l’APS en clinique, l’incidence du CaP a dramatiquement augmenté dans les années 1990 
(Siegel et al., 2016). L’APS permet de dépister un plus grand nombre de CaP à des stades 
plus précoces. 
1.2.3.3 Limites de l’APS pour le dépistage  
Cependant, tel que déjà mentionné, l’APS n’est pas un biomarqueur parfait, il est non 
spécifique au CaP. En effet, la libération de l’APS dans le sang est le résultat d’un remodelage 
de l’architecture tissulaire de la prostate (Lilja et al., 2008). Ainsi, une augmentation de 
l’APS dans le sang peut être le résultat d’un trouble bénin comme une hyperplasie bénigne 
de la prostate, une prostatite ou même un massage prostatique (Lilja et al., 2008). Il est estimé 
que le taux de dépistage du CaP par l’APS en combinaison avec le toucher rectal est de 23-
37 % en fonction de l’ethnicité, si la valeur limite supérieure de normalité est de 4 µg/L, la 
valeur utilisée dans la plupart des cliniques au Canada (Catalona et al., 1994, 1993). C’est 
donc dire que pour 3 biopsies sur 4, réalisées en raison d’un niveau d’APS ou un toucher 
rectal jugé anormal, le patient n’a pas de CaP et aurait pu éviter les inconvénients de la 
biopsie. De plus, le dépistage à grande échelle par l’APS prévient très peu la mortalité par 
CaP. Effectivement, les résultats de l’étude clinique randomisée European Randomized Study 
of Screening for Prostate Cancer (ERSPC) a démontré qu’il fallait dépister à l’aide de l’APS 
environ 1055 patients et diagnostiquer 37 CaP pour sauver 1 vie (Collège des médecins du 
Québec, 2013; Schroder et al., 2012). Ainsi, l’utilité clinique de l’APS pour le dépistage du 
CaP cliniquement significatif est remise en question et cela crée une polémique au sein des 
professionnels de la santé. Les groupes de recherche en santé préventive comme le collège 
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des médecins du Québec (Collège des médecins du Québec, 2013), le groupe canadien 
d’étude sur les soins de santé préventifs (Krahn, 2014) ou le U.S. preventive service task 
force  (Lin et al., 2011) déconseillent désormais le dosage de l’APS pour dépister le CaP. À 
l’opposé, certains urologues et experts critiquent ces rapports invoquant que le retrait du test 
de l’APS en clinique au dépistage, faute de meilleurs biomarqueurs disponibles, constitue un 
retour en arrière, où les patients étaient dépistés plus souvent à des stades avancés de la 
maladie (Witte et al., 2015). Selon eux, le dépistage précoce de la maladie est plus important 
pour que le traitement des patients soit optimal et l’APS répond amplement à ce critère. Il y 
a par conséquent un grand besoin de nouveaux biomarqueurs permettant de remplacer ou 
complémenter l’APS afin d’avoir un test plus spécifique au CaP qui pourrait réduire le 
nombre de biopsies invasives faites inutilement, mais surtout des traitements pouvant 
perturber significativement la qualité de vie des patients par leurs complications. L’APS 
demeure tout de même utile pour le suivi des patients post-diagnostic. 
1.2.4 Pronostic 
Les opposants au retrait de l’APS pour le dépistage soulèvent également un second point 
important en affirmant que le réel besoin clinique n’est pas au niveau du dépistage 
systématique, mais bien au niveau de la prise en charge et le pronostic du CaP (Witte et al., 
2015). En effet, le CaP est surdiagnostiqué. Les études sur la prévalence du CaP à l’autopsie 
démontrent que plus de 50 % des personnes âgées de 80 ans ou plus, décédées d’une cause 
autre que le CaP et qui n’ont jamais eu de suivi clinique pour un CaP au cours de leur vie, 
ont des lésions cancéreuses à la prostate (Jahn et al., 2015). C’est donc dire que plusieurs 
tumeurs demeurent localisées et asymptomatiques pour l’entièreté de la vie du patient. De 
plus, pour ces tumeurs indolentes diagnostiquées en clinique, les patients ne bénéficient 
aucunement des traitements curatifs comme la prostatectomie radicale ou la radiothérapie 
(Romero-Otero et al., 2016), qui ont des effets secondaires non négligeables sur la qualité de 
vie comme la dysfonction érectile, la dysfonction urinaire ainsi que des cystites et rectites 
radiques (Resnick et al., 2013). En clinique, aucun outil ne permet de dépister les tumeurs 
indolentes des CaP mortels. En plus, le CaP de stade avancé peut surmonter le manque 
d’androgènes et devenir résistant à la castration (Figure 1). Il peut par la suite progresser 
davantage au niveau des ganglions pelviens et métastaser à des sites distants, plus 
fréquemment aux os, au foie et plus rarement aux poumons, pour finalement causer la mort 
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du patient (Bubendorf et al., 2000). Le taux de survie à 5 ans post-diagnostic chez les patients 
ayant une tumeur localisée s'élève à tout près de 99 % (Siegel et al., 2016). Cependant, si le 
cancer progresse, devient métastatique et surtout s’il devient résistant à la castration, le taux 
de survie du CaP à 5 ans chute drastiquement à 25 % (Locke et Black, 2016). Ces 
observations illustrent très bien l’un des grands besoins cliniques actuels, un biomarqueur ou 
un outil pouvant discriminer les tumeurs indolentes des tumeurs cliniquement agressives. Par 
le fait même, cet outil permettra d’améliorer la prise en charge des patients et de traiter 
uniquement les tumeurs considérées cliniquement significatives pour ainsi réduire le 
surtraitement du CaP avec les conséquences néfastes sur la qualité de vie des patients qui lui 
sont associées. 
1.2.4.1 Surveillance active 
Depuis quelques années, les patients atteints d’un CaP à faible risque se voient conseiller par 
les urologues de suivre un protocole de surveillance active, qui consiste principalement en 
un suivi de l’APS et du toucher rectal aux 6-12 mois ainsi que d’une seconde biopsie, 1 an et 
4 ans après la première biopsie, si l’APS ou le toucher rectal n’ont pas changé 
significativement (Chen et al., 2016). Quelques critères doivent être satisfaits pour qu’un 
patient puisse être en surveillance active soit : un score de Gleason à la biopsie ≤ 6 (indice 
sur une échelle de 6-10, décrivant l’agressivité des tumeurs sur les coupes histologiques de 
tissues, 6 étant moins agressif et 10 étant le plus agressif), ≤ 2 biopsies positives sur un 
minimum de 6 biopsies dont chacune d’entre elles contient moins de 50 % de cancer et 
finalement, un APS ≤ 10 µg/L. (Figure 2) (Romero-Otero et al., 2016). Après un temps 
moyen de 2,5 années et pour environ le tiers des patients enrôlés dans un protocole de 
surveillance active, une seconde thérapie, soit la chirurgie ou la radiothérapie, doit être 
administrée aux patients sur la base d’un changement histologique à la biopsie ou un temps 
de dédoublement de l’APS inférieur à 3 ans (Dall’Era et al., 2012).  
1.3 Les proprotéines convertases 
Il est maintenant établi que certains membres de la famille des proprotéines convertases (PCs) 
ont un rôle déterminant dans le cancer. Cette famille d’endoprotéases à sérine comprend 9 
membres soit : PC1/3, PC2, Furine, PACE4, PC4, PC5/6, PC7, PCSK9 et SKI-1/S1P 
(Figure 3). PC5/6 a 2 isoformes issues de l’épissage alternatif de son ARN messager : une 
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1994; Seidah et Prat, 2012). Ces domaines sont le peptide signal, le prodomaine, le domaine 
catalytique et le domaine P.  
1.3.1.1 Le peptide signal 
Les PCs sont initialement traduites en zymogènes inactifs et sont maturées dans les voies de 
sécrétions (Bergeron et al., 2000). Le peptide signal dirige les PCs vers le réticulum 
endoplasmique et il est rapidement clivé par une signal peptidase à la surface du réticulum 
endoplasmique (Seidah et Prat, 2012). 
1.3.1.2 Le prodomaine 
Le prodomaine est un domaine chaperon pour la maturation des PCs (Eder et al., 1993; 
Shinde et Inouye, 1993). Il est important pour le bon repliement des PCs en leur conformation 
active au niveau du réticulum endoplasmique. Pour favoriser l’expédition des PCs hors du 
réticulum endoplasmique, le prodomaine doit subir un double clivage autocatalytique 
(Creemers et al., 1993; Goodman et Gorman, 1994; Lamango et al., 1999; Leduc et al., 1992; 
Matthews et al., 1994). Le premier clivage s’effectue immédiatement après le repliement de 
l’enzyme en une conformation active. Le prodomaine demeure toutefois logé dans la pochette 
catalytique agissant également comme inhibiteur intramoléculaire. Ainsi, l’enzyme reste 
inactive jusqu’à ce que celle-ci atteigne le compartiment cellulaire ayant le pH et la 
concentration calcique optimaux pour effectuer le second clivage et gagner sa pleine activité 
(Bergeron et al., 2000).  
1.3.1.3 Le domaine catalytique 
La pochette catalytique est hautement conservée à travers les PCs (Fugère et Day, 2005). La 
triade histidine, serine et acide aspartique est essentielle pour l’activité enzymatique de cette 
famille. Hormis SKI-1, le clivage protéolytique par les PCs s’effectue sur des sites de 
reconnaissance multibasique, ayant une séquence consensuelle : R/K-Xn-R/K↓R, ou ↓ 
représente le site de clivage et Xn = 0, 2, 4 ou 6 résidus. Pour SKI-1, le clivage se fait plutôt 
sur un site non basique ayant pour séquence : R-X -(L/V/I)-X↓, ou ↓ est le site de clivage et 
X n’est pas une cystéine ou une proline. 
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1.3.1.4 Le domaine P 
Le domaine P serait essentiel pour la stabilité, la dépendance au calcium et la sensibilité au 
pH des PCs (Zhou et al., 1998). La structure secondaire de ce domaine est organisée en 
feuillet bêta et interagit avec le domaine catalytique pour en stabiliser l’architecture (Lipkind 
et al., 1998). L’importance de ce domaine a été démontrée dans la lignée cellulaire LoVo qui 
possède une mutation au niveau du domaine P du gène PCSK3 (encodant pour la Furine) 
rendant cette enzyme inactive (Takahashi et al., 1993, 1995).  
1.3.2 Localisation cellulaire et distribution tissulaire 
Contrairement aux autres domaines, l’extrémité C-terminale est assez variable. À cette 
extrémité, différentes structures peuvent être retrouvées telles qu'un domaine 
transmembranaire, un domaine riche en cystéines ou un domaine riche en cystéines-
histidines. La localisation cellulaire des PCs est différente entre les membres de la famille 
selon les domaines présents à cette extrémité  (Figure 4) (Henrich et al., 2005). PC1/3 et PC2 
sont localisées dans les granules denses de sécrétion immatures et matures (Malide et al., 
1995). Furine (Thomas, 2002), PC5/6B (Xiang et al., 2000) et PC7 (Declercq et al., 2012) 
transitent entre le réseau trans-golgien et la surface cellulaire par les endosomes. Furine est 
également partiellement libérée dans le milieu extracellulaire (Plaimauer et al., 2001). PC7 
peut atteindre la membrane directement à partir du réticulum endoplasmique par un 
mécanisme non conventionnel indépendant de la COPII et insensible à la bréfeldine A 
(Rousselet et al., 2011). PC5/6A et PACE4 sont sécrétées dans le milieu et peuvent interagir 
par le domaine riche en cystéines avec les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases 
(TIMPs) ou les protéoglycanes à sulfate d’héparane (HSPG) présents à la surface cellulaire 
(Nour et al., 2005). PCSK9 est sécrétée (Poirier et al., 2016) tandis que SKI-1 se retrouve au 
niveau de l'appareil de Golgi cis et médial, dans les endosomes et dans les lysosomes 
(Pullikotil et al., 2007). 
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1.3.3 Rôle unique de PACE4 dans le cancer de la prostate 
1.3.3.1 Surexpression de PACE4 dans les tissus 
In vivo, la spécificité des PCs pour différents substrats est fortement associée au domaine C-
terminale ainsi qu’à l’expression tissulaire propre à chaque membre. En conséquence, les 
PCs peuvent avoir des rôles distincts dans les divers processus physiologiques et 
pathologiques. Notre laboratoire s’intéresse plus particulièrement à l’impact des PCs dans le 
CaP. La première étude démontrant l’importance des PCs dans le CaP remonte aux travaux 
de recherche de Katsunori Uchida en 2003. Il a démontré que le traitement de cellules 
LNCap, une lignée cellulaire de CaP sensible aux androgènes qui a été extraite d’une 
métastase ganglionnaire (Horoszewicz et al., 1983), avec un inhibiteur non sélectif des PCs 
entrainait une réduction du clivage du facteur de différenciation PDF (prostate derived 
factor), un membre de la famille des cytokines TGFβ (transforming growth factor β) , en sa 
forme active (Uchida et al., 2003). Des études avaient auparavant montré l’implication de la 
super famille des TGFβ dans la tumorigénèse et la progression tumorale du CaP (Barrack, 
1997; Lee et al., 1999; Wikström et al., 2001). Une autre étude faite en 2009 a analysé 
l’expression de plus de 52 000 transcrits sur une micropuce pour identifier une liste de plus 
de 1000 gènes surexprimés dans le CaP. Dans la liste, 23 candidats potentiels ont été validés 
par amplification en chaîne par polymérase (PCR) quantitative et en tout, la surexpression de 
15 gènes, dont PCSK6 (encodant pour PACE4), a été démontrée dans les tissus prostatiques 
tumoraux comparativement aux tissus sains (Arredouani et al., 2009). Par suite, ces études 
supportaient l’initiative d’étudier plus en profondeur l’implication individuelle des PCs dans 
le CaP. Le laboratoire du Pr Robert Day a ainsi été le premier à montrer le rôle unique de 
PACE4 dans le CaP au sein de la famille des PCs. Tout d’abord, l’analyse de l’expression 
des différentes PCs par PCR quantitative a révélé que PACE4 est la seule PC surexprimée 
parmi les membres de la famille dans les tissus prostatiques cancéreux en comparant à des 
tissus normaux, les autres membres de la famille étant légèrement réprimés (Figure 5A) 
(D’Anjou et al., 2011). En plus, l’expression de PACE4 augmente en fonction du stade 
pathologique (Figure 5A) et la surexpression corrèle avec le score de Gleason pathologique 
(résultats non publiés). L’hybridation in situ de l’ARN messager (D’Anjou et al., 2011) et le 
marquage immunohistochimique (IHC) (Kang et al., 2014) de la protéine, effectués sur des 
coupes de tissus supportent également cette conclusion (Figure 5).  
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cellules tumorales de la prostate (D’Anjou et al., 2011). Les cellules DU-145, une lignée 
cellulaire de CaP insensible aux androgènes et dérivée d’une métastase au cerveau (Stone et 
al., 1978), dont l’expression de PACE4 est altérée par le ribozyme, ont un retard de 
croissance in vitro comparativement aux DU-145 de type sauvage. Lorsqu’implantée en 
xénogreffes sur des souris nude athymiques, cette lignée altérée présente un défaut pour la 
formation et le développement des tumeurs. De plus, elles forment près de 50 % moins de 
colonies en 10 jours que les DU-145 de type sauvage. La reprise de ces expériences avec une 
série de lignées cellulaires stables dont l’expression génique de chaque PC est réprimée 
individuellement avec des petits ARN en épingle à cheveux (shRNA), a permis de conclure 
que ces phénotypes sont uniques à PACE4 dans le CaP au sein de la famille des PCs (Couture 
et al., 2012). In vitro, les essais de proliférations suggéraient que la répression de PACE4 ou 
PC7 permet de réduire le taux de croissance des DU-145 et des LNCap. Cependant, in vivo, 
seule la répression de PACE4 a entrainé une réduction de la croissance des xénogreffes 
supportant davantage l’importance fonctionnelle de PACE4 dans le CaP. Cette découverte a 
mené à la conception d’outils pharmacologiques et d’imagerie pour le traitement et le suivi 
du CaP, dont des inhibiteurs spécifiques à PACE4 (Kwiatkowska et al., 2014a, 2014b, 2016, 
Levesque et al., 2012, 2015) et un radiotraceur pour la détection de tumeurs par tomographie 
par émission de positrons (Couture et al., 2014).  
1.3.3.4 Nouvelle isoforme de PACE4 spécifique au cancer : PACE4-CtAlt 
Au laboratoire, les travaux sur l’épissage alternatif de l’ARN messager de PACE4 ont permis 
de découvrir un site d’épissage alternatif de l’exon 25 non documenté dans la littérature 
(Couture et al., manuscrit en préparation). En fait, cet évènement d’épissage alternatif 
substitue le 3’UTR de l’ARNm en un 3’UTR beaucoup plus court. Fait intéressant, l’indice 
d’épissage (expression 3’UTR court/expression 3’UTR long) est élevé majoritairement dans 
les tissus où le taux d’épissage alternatif des protéines est élevé, dont entre autres, le foie, les 
testicules et le cerveau, mais également dans certains types de cancer, comme le CaP, le 
cancer du poumon, le cancer pancréatique et le cancer de la surrénale. En comparant des 
tissus sains et des tumeurs de CaP, l’expression du transcrit court est exclusive à la tumeur. 
Par conséquent, l’indice d’épissage a un grand pouvoir discriminatoire pour les tumeurs du 
CaP. Un fait d’autant plus intéressant est que ce transcrit alternatif mène à une toute nouvelle 
isoforme de PACE4 (PACE4-CtAlt) dont les 31 derniers résidus de la séquence consensuelle 
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sont changés par 29 résidus complètement différents. Ainsi, cette isoforme de PACE4 
pourrait également représenter un biomarqueur potentiel pour le CaP, toujours inexploré à ce 
jour.  
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2 PROBLÉMATIQUE, HYPOTHÈSE DE TRAVAIL ET OBJECTIFS 
2.1 Problématique et hypothèse 
Chez la majorité des hommes qui sont atteints d’un CaP, la tumeur est indolente et a peu 
d’effet sur la qualité de vie et la survie de ces patients. En contrepartie, certains hommes 
subiront des conséquences graves de cette maladie, développeront des métastases et environs 
1 homme sur 27 en mourra. Un outil de dépistage permettant de sélectionner et traiter le plus 
rapidement possible tous les patients qui pourraient développer des métastases et mourir de 
ce cancer et ignorer les cas indolents serait un atout pour la clinique. L’APS combiné au 
toucher rectal est le seul outil de dépistage utilisé en clinique en ce moment, mais il y a des 
limites et des inconvénients à son utilisation.  
 
PACE4 a une fonction unique au sein de la famille des PCs et fondamentale pour la 
tumorigénèse et la croissance tumorale du CaP. Cette protéine est surexprimée dans les 
tumeurs de la prostate, corrélant avec le score de Gleason pathologique et le stade clinique. 
De plus, l’isoforme PACE4-CtAlt, découverte au laboratoire, est exclusivement exprimée 
par les tumeurs du CaP. Par conséquent, l’ensemble des évidences permet de poser 
l’hypothèse que l’isoforme consensuelle de PACE4 (PACE4-CtCons), ainsi que PACE4-
CtAlt pourraient représenter des biomarqueurs utiles du CaP. Par contre, aucun essai 
biochimique ne permet à ce jour de doser précisément la concentration protéique de ces deux 
candidats potentiels dans des prélèvements biologiques comme le sang ou l’urine pour faire 
la démonstration de leur utilité clinique. Il est ainsi important de mettre au point un essai 
simple, robuste et sensible permettant de répondre à ce besoin.  
 
2.2 Objectifs 
2.2.1  Objectif #1 Développer un essai de dosage de PACE4-CtCons et PACE4-CtAlt dans 
le plasma 
Pour ce faire, la MS offre une plateforme technologique idéale. Par conséquent, la mise au 
point d’un essai basé sur une méthode MRM pour le dosage des deux isoformes a été 
entreprise. Dans ce sens, la méthode MRM classique a été adaptée pour faciliter la mise au 
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point des paramètres de l’essai. Pour cette méthode pseudo-MRM, le MS est utilisé en mode 
balayage d’ions produits, c’est-à-dire qu’en Q1, il y a une sélection des m/z provenant des 
ions d’intérêts introduits dans l’analyseur et tous les ions produits sont analysés en Q3 et 
détectés au niveau du détecteur.  L’extraction des ions fils ayant le m/z d’intérêt est faite bio-
informatiquement avec l’aide de logiciels comme Skyline (MacLean et al., 2010).  
 
C’est dans le plasma que se sont priorisés les premiers essais puisque PACE4-CtCons a été 
détecté dans ces échantillons. Pour répondre à l’objectif, le plus grand défi fut le type 
d’échantillon biologique utilisé. Le plasma est une source considérable de biomarqueurs 
potentiels, mais la plage dynamique est immense entre les protéines les plus abondantes, 
comme l’albumine (35-50 g/L) et les biomarqueurs intéressants comme l’APS à une 
concentration moyenne de 1,1 µg/L (ordre de magnitude de 107). (Anderson, 2002). Alors, 
l’analyse directement en pseudoMRM d’un plasma sans prétraitement entraine beaucoup 
d’interférence et de compétition pour l’ionisation des peptides (Kitteringham et al., 2009). Il 
faut ainsi adopter des stratégies de décomplexification des échantillons pour faciliter 
l’analyse en pseudoMRM.  
 
Une première stratégie qui a été explorée est la déplétion des protéines abondantes dans le 
plasma avec l’aide d’une colonne Multiple Affinity Removal System-14 (MARS-14). Cette 
colonne d’affinité permet de retirer des échantillons, 14 protéines très abondantes dans le 
plasma (albumine, immunoglobuline G, antitrypsine, immunoglobuline A, transferrine, 
haptoglobine, fibrinogène, alpha2-macroglobuline, alpha1-glycoprotéine acide, 
immunoglobuline M, apolipoprotéine AI, apolipoprotéine AII, complément C3 et 
transthyrétine) avec l’aide d’anticorps monoclonaux couplés à la résine. Le retrait de ces 
protéines permettrait donc de réduire l’interférence sur les transitions d’intérêt, pour ainsi 
faciliter leur détection dans le plasma.  
 
Une seconde stratégie qui a été mise au point en parallèle est le couplage d’une 
immunoprécipitation (IP) à une analyse pseudoMRM (IP-pseudoMRM) permettant de 
concentrer les analytes préalablement à leur analyse pseudoMRM, tout en éliminant plusieurs 
protéines interférentes. Pour ce faire, des anticorps spécifiques à chaque isoforme sont 
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nécessaires afin de pouvoir les discriminer. D’un autre côté, un anticorps permettant 
d’immunoprécipiter les deux isoformes pourrait également être utile si des peptides sensibles 
en pseudoMRM sont présents en C-terminale des isoformes, ce domaine étant le seul qui est 
variable entre les deux isoformes. Dans d’autres études, la combinaison d’une IP suivie d’une 
méthode MRM a permis de doser certains biomarqueurs dans le plasma avec une sensibilité 
et une spécificité comparable à l’ELISA quand la méthode était optimale (Lin et al., 2013). 
Ainsi, c’est une avenue très intéressante pour le projet.   
 
2.2.2 Objectif #2 Comparer les niveaux de PACE4-CtCons et PACE4-CtAlt dans le sang 
de patients atteints d’un CaP et des patients sains 
Au laboratoire, il y a une biobanque contenant plus de 1400 échantillons sanguins provenant 
de patients sains et de patients atteints d’un CaP, à différents degrés d’agressivité (score de 
Gleason 6 à 9) et à différents stades pathologiques. Des données cliniques comme l’âge, le 
stade pathologique, le score de Gleason ou le niveau d’APS sont associées à chaque 
échantillon. Avec la méthode mise au point, il sera possible de comparer les niveaux de 
PACE4-CtCons et PACE4-CtAlt dans les prélèvements sanguins entre les patients atteints 
d’un CaP et les patients sains, ainsi que de faire des associations entre les niveaux dosés et 
les différents paramètres cliniques pertinents dans le CaP. La biobanque est ainsi un outil 
indispensable au projet.   
  
2.2.3 Objectif #3 Comparer les niveaux des deux isoformes de PACE4 dans l’urine 
L’urine est également un prélèvement couramment utilisé en clinique qui est facile d’accès 
et sécuritaire. L’urine est majoritairement constituée d’eau et de quelques déchets 
métaboliques comme l’urée, la créatinine et des sulfates (Chen et Kim, 2016).  La 
concentration protéique est plus faible dans l’urine comparativement au plasma, autour de 
100 mg/L, et elle est très variable en fonction du temps de la journée et de la consommation 
d’eau. Le dosage de la créatinine permet cependant de compenser cette variabilité (Chen et 
Kim, 2016). D’un autre côté, l’urine demande moins de traitements avant son analyse en MS. 
Il serait ainsi intéressant de vérifier s’il est possible de doser les isoformes de PACE4 dans 
ce prélèvement biologique. En supposant que PACE4 soit sécrétée dans la lumière de la 
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glande prostatique par l’épithélium, il se pourrait qu’elles parviennent à l’urine. L’essai d’IP-
pseudoMRM mis au point a été employé pour vérifier si PACE4-CtCons ou PACE4-CtAlt 
sont détectables dans les urines de ces patients, puisque des échantillons sont disponibles au 
laboratoire (plus de 400 urines de patients atteints d’un CaP dans la biobanque). 
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3 MATÉRIELS ET MÉTHODES 
3.1 Échantillons cliniques et biobanque 
Depuis 2010, des échantillons de prostate (tumeurs à la prostate et contrôles sains), de sang 
et d’urine sont collectés en clinique au Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke 
(CHUS). Le consentement libre et éclairé de tous les patients opérés pour une prostatectomie 
radicale en raison d’un CaP est obtenu par un membre du laboratoire directement en clinique 
préparatoire à la chirurgie, au moment du rendez-vous pré-opératoire. Au moment de la 
chirurgie, de 50 à 100 mL d’urine et environs 20 mL de sang sont récoltés en salle 
d’opération immédiatement après l’anesthésie générale et avant le début de la chirurgie. Le 
sang et l’urine sont immédiatement transportés au laboratoire et centrifugés (1000 x g, 
10 min) afin d’extraire le plasma du sang et de retirer les cellules et déchets insolubles dans 
l’urine. Les échantillons sont transférés dans des nouveaux tubes, numérotés et entreposés à 
-80 °C jusqu’à leur utilisation.  
 
Un second protocole clinique (#12-151) a été accepté par le comité d'éthique du CHUS en 
2013. Le consentement libre et éclairé de tous les hommes se présentant au CHUS pour un 
test d’APS, atteint ou non d’un CaP, est obtenu par les techniciennes et techniciens au centre 
de prélèvement du CHUS. Une fois les analyses biochimiques prescrites complétées, le 
sérum non utilisé est conservé à 4 °C dans les laboratoires de biochimie clinique du CHUS 
jusqu’à la collecte quotidienne des échantillons par un membre du laboratoire. Les sérums 
sont par la suite transférés dans des nouveaux tubes, numérotés et entreposés à -80 °C jusqu’à 
leur utilisation. Les patients peuvent aussi consentir à donner un échantillon d’urine. L’urine 
obtenue est traitée et entreposée comme préalablement décrit. 
3.2 Synthèse peptidique 
Les peptides ont été synthétisés manuellement par synthèse peptidique en phase solide sur 
une résine de polystyrène TentaGel SRAM d’une capacité de 0,23 mmolg-1 (Polymère Rapp, 
Tìbingen, Allemagne) comme décrit précédemment (Kwiatkowska et al., 2014). En bref, le 
couplage séquentiel des acides aminées dont les extrémités N-terminales sont protégés d’un 
groupement carbonochloridate de 9H-fluorén-9-ylméthyle (Fmoc) et dont les chaînes 
latérales sont protégées avec des groupements chimiques compatibles avec cette stratégie de 
  
34 
34 
synthèse, a été effectué dans une solution de dichlorométhane (CH2Cl2)/N,N-
diméthylformamide (DMF) (1 : 1 v/v) avec 3 équivalents d’hexafluorophosphate de 
(diméthylamino)-N,N-diméthyl(3H -[1,2, 3]triazolo[4, 5-b]pyridin-3-yloxy) méthaniminium 
(HATU) ou d’hexafluorophosphate de (1H-benzotriazol-1-yloxy)(tri -1-
pyrrolidinyl)phosphonium (PyBOP) et 3 équivalents 6-chloro-1H-benzotriazol-1-ol (6-Cl-
HOBt) ainsi que 9 équivalents de N-éthyl-N-isopropyl-2-propanamine (DIPEA). Le retrait 
des groupements Fmoc a été réalisé par le traitement de la résine avec une solution de 20 % 
pipéridine/DMF pendant 15 min (2 x). Une fois la synthèse achevée, la résine couplée aux 
peptides a été traitée avec une solution d’acide trifluoroacétique (TFA)/eau/triisopropylsilane 
(TIS) (95 : 2,5 : 2,5 v/v/v) et agitée pendant 3 h pour décrocher les peptides. La solution de 
peptides a été filtrée et concentrée sur un évaporateur sous vide. Les peptides ont ensuite été 
précipités dans de l’éther diéthylique (Et2O) froid, centrifugés (10 min, 5000 rpm, 
température pièce) et lavés avec de l’Et2O. Suite à une centrifugation (10 min, 5000 rpm, 
température pièce), le surnageant a été retiré et les peptides ont été dissous dans l’eau (parfois 
avec un petit volume de tert-butanol pour faciliter la solubilisation) et lyophilisés pour obtenir 
les composés bruts.  
 
Les composés bruts ont été purifiés et analysés sur un système de chromatographie liquide 
haute performance (HPLC) de la série 1100 de la compagnie Agilent Technologies (Agilent 
Technologies, Palo Alto, CA, É.-U.), équipé d’un détecteur UV VARIAN ProStar et d’un 
détecteur à barrettes de diodes. Les solutions utilisées pour la phase mobile sont de 
l’eau/0,1 % TFA (solvant A) et de l’acétonitrile (ACN)/0,1 % TFA (solvant B). Une colonne 
semi-préparative C18 Zorbax Eclipse XDB de 9,4 mm x 250 mm (Agilent Technologies, 
Palo Alto, CA, É.-U.) a servi pour la purification des peptides. L’identité des peptides a été 
confirmée par MALDI-TOF (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, É.-U.) et les fractions 
contenant les peptides ont été rassemblées et lyophilisées. La pureté des peptides a été 
vérifiée sur une colonne C18 Phenomenex Jupiter de 4,6 mm x 250 mm (Phenomenex, 
Torrance, CA, É.-U.) ou une colonne C18 Agilent Elipse XDB de 4,6 mm x 250 mm (Agilent 
Technologies, Waldbronn, Allemagne). 
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et 48 h post-transfection, le milieu a été transféré dans un tube et les cellules ont été lavées 
au PBS pour par la suite être récoltées avec l’aide d’un grattoir à cellules. Les cellules et le 
milieu ont été congelés à -80 °C, séparément, jusqu’à leur utilisation. 
3.5 Marquage isotopique 
Pour le marquage isotopique de PACE4, les cellules ont été conditionnées 24 h dans du RPMI 
pour SILAC (Stable isotope labeling by amino acids in cell culture, Thermo Scientific, 
Hudson, NH, É.-U.) sans arginine et lysine et supplémenté avec 10 % FBS dialysé (Thermo 
Scientific, Hudson, NH, É.-U.). L’arginine (13C6, Cambridge Isotope Laboratories, Andover, 
MA, É.-U.) et la lysine (13C6, Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, É.-U.) ont été 
ajoutées de façon exogène à des concentrations de 42 µg/mL et 73 µg/mL, respectivement. 
Les cellules ont ensuite été transfectées avec les vecteurs d’expression de hPACE4-CtCons 
et hPACE4-CtAlt comme préalablement décrit, à l’exception que le changement de milieu 
avant la transfection a été fait avec du milieu RPMI pour SILAC et le milieu a été changé 
pour un milieu complet SILAC 8 h post-transfection. L’incubation avant la récolte des 
cellules et du milieu a été de 48 h.  
3.6 Purification 
La purification de PACE4 isotopiquement marquée a été faite en condition dénaturante sur 
une résine de nickel ProBond (Life Technologies, Gaithersburg, MD, É.-U.). Les cellules ont 
été lysées dans un tampon dénaturant (100 mM HEPES/8 M urée/250 mM NaCl) à pH 7,8 
avec six traitements de sonication de 10 secondes à 3 W sur glace avec des temps de repos 
de 10 secondes entre les traitements. Les lysats ont ensuite été centrifugés (17 000 x g, 
15 min, température pièce) et les surnageants ont été transférés sur la résine de nickel. La 
résine de nickel (4 mL du mélange 50 % dans le tampon d’entreposage) a préalablement été 
lavée avec de l’eau désionisée et conditionnée avec le tampon dénaturant à pH 7,8. Les 
échantillons ont été incubés pour 1 h à température pièce sur un rotateur à tubes. La résine a 
été ensuite lavée avec 6 mL (3 x) de tampon dénaturant à pH 7,8 et 6 mL (3 x) de tampon 
dénaturant à pH 6. L’élution (3 x 2 mL) des protéines a été faite à pH 5 avec le tampon 
dénaturant et des fractions de 5 gouttes (≈250 µL) ont été récoltées. Les fractions contenant 
la PACE4 ont été identifiées par immunobuvardage en point et les fractions positives ont été 
analysées par TCE sur gel de polyacrylamide. Les fractions les plus pures ont été mises en 
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commun et l’urée a été éliminée dans les fractions sur un filtre centrifuge Amicon ayant une 
limite de poids moléculaire de 30 000 Da (Amicon 30K, EMD Millipore, Billerica, MA, É.-
U.). Les échantillons ont finalement été réanalysés par TCE sur gel de polyacrylamide et par 
immunobuvardage western. La pureté de PACE4 suite à la purification a été déterminée sur 
les gels de polyacrylamide. Avec le logiciel Image J, le bruit de fond a été soustrait avec un 
rayon de bille roulante de 50 pixels et la densité de pixel brut a été mesurée pour la piste 
entière et pour la bande seule. Le calcul de la pureté est fait avec l’équation : 
𝑃𝑜𝑢𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑢𝑟𝑒𝑡é =
𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙 𝑏𝑟𝑢𝑡 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑏𝑎𝑛𝑑𝑒
𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙 𝑏𝑟𝑢𝑡 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝𝑖𝑠𝑡𝑒
× 100 
3.7 Dosage protéique 
Le contenu protéique dans les échantillons a été déterminé par méthode colorimétrique BCA 
(BiCinchoninic acid Assay, Thermo Scientifics, Rockford, IL, É.-U.) en suivant le protocole 
et les recommandations du fournisseur.  
3.8 Immunobuvardage de type western 
L’ajout de 0,5 % (v/v) 2,2,2 -trichloroéthanol (TCE) dans les gels avant la polymérisation 
des gels permet de visualiser les protéines sans coloration à l’aide d’un imageur moléculaire 
GelDOC XR (Bio-Rad Labs, Richmond, CA, É.-U.) suite à la migration des protéines 
(Ladner et al., 2004). Les protéines dénaturées dans un tampon laemmli 4 x (40 % 
glycérol/8 % dodécylsulfate de sodium (SDS)/0,04 % (p/v) bleu de bromophénol/5 % β-
mercaptoéthanol/240 mM Tris/HCl pH 6,8) ont été chauffées à 95 °C pour 5 min et déposées 
dans les puits d’un gel de polyacrylamide 8,5 % pour ainsi être séparées par électrophorèse. 
Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose (Hybond, GE 
Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) et les membranes ont été bloquées dans 5 % (p/v) 
albumine bovine (BSA) diluée du tampon TBS-T (TBS/0, 1 % Tween 20). Les anticorps 
primaires ont été incubés dans la solution de blocage pendant la nuit à 4 °C. Les dilutions 
d’anticorps utilisés en immunobuvardage western dans ce mémoire sont présentées dans le  
Tableau 1. L’anticorps secondaire, couplé à l’IRDye800 (LI-COR Biosciences, Lincoln, 
NE), a quant à lui été incubé pendant 1 h à température pièce et à l’abri de la lumière à une 
dilution de 1/10 000. La détection des bandes a été faite sur un imageur infrarouge (Odyssey 
Imager, LI-COR Biosciences) et les gels ont été analysés avec le logiciel Image J.  
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3.11 Biotinylation des anticorps  
La biotinylation des anticorps a été faite directement sur des billes magnétiques afin 
d’éliminer la présence du tampon d’entreposage des anticorps qui contient de l’azoture de 
sodium, un interférant à la réaction du succinimidyle (NHS). Ainsi, les anticorps ont été 
couplés sur des billes magnétiques fonctionnalisées à la protéine A (ReSyn Biosciences, 
Pretoria, Afrique du Sud) selon les spécifications du manufacturier pour 1 h à la température 
pièce. Après 3 lavages au PBS et 3 lavages au tampon de couplage (100 mM tampon 
phosphate, 150 mM NaCl, pH 7,5), un excès molaire (20 x) de biotine-NHS (ProteoChem, 
Loves Park, IL, É.-U.) diluée dans le tampon de couplage a été ajouté sur les anticorps. La 
réaction a été conduite à la température pièce pendant 1 h et la réaction fut neutralisée par 
l’ajout de Tris/HCl pH 7,5 à une concentration finale de 100 mM. Les billes ont ensuite été 
lavées 4x avec du PBS pour éliminer l’excès de biotine et 1 volume de 100 mM acide citrique 
pH 3 (2 x) a été ajouté pour éluer les anticorps à une concentration d’environs 1 µg/µL (5 min 
d’incubation, avec vortex). Enfin, le tampon a été neutralisé avec des petits volumes de 1 M 
HEPES et les anticorps biotinylés ont été dosés à l’aide de l’essai BCA. Ils ont été entreposés 
à -20 °C jusqu’à leur utilisation avec 0,01 % d’azoture de sodium et 50 % (v/v) de glycérol.  
3.12 Immunoprécipitation 
L’identification des peptides d’intérêt de PACE4 et la validation des anticorps ont été faites 
dans un volume final de 500 µL tandis que les IPs dans l’urine et le plasma ont été faites dans 
1 mL d’échantillon. Pour la validation des anticorps, les cellules HEK293FT surexprimant 
hPACE4-CtCons ou hPACE4-CtAlt ont été lysées dans un tampon RIPA (50 mM Tris-HCl 
; 150 mM NaCl ; 0,1 % (v/v) SDS ; 0,5 % (v/v) sodium déoxycholate ; 1 % (v/v) NP40) avec 
des inhibiteurs de protéases (Complete Mini, Roche, Indianapolis, IN, É.-U.) pour 30 min 
sur la glace. Les lysats ont ensuite été centrifugés (17 000 x g ,15 min) et des volumes 
décroissants (50 µL, 25 µL, 12,5 µL, 6,5 µL et 0 µL) de surnageant ont été ajoutés à du 
plasma de souris CD1 mâle (Innovative Research, Novi, MI, É.-U.). Pour les analyses dans 
l’urine, 10 mL d’urine ont été concentrés à environs 1 mg/mL sur un filtre centrifuge Amicon 
ayant une limite de poids moléculaire de 10 000 Da (Amicon 10K, EMD Millipore, Billerica, 
MA, É.-U). Les plasmas ont été centrifugés (17 000 x g, 15 min) et transférés dans des 
nouveaux tubes avant leur emploi en IP. Un mélange d’inhibiteurs de protéases (Complete 
Mini, Roche, Indianapolis, IN, É.-U.) est toujours ajouté aux échantillons.  
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Les anticorps biotinylés (5-15 ug) et les billes fonctionnalisées à la streptavidine (3,3 µL/µg 
d’anticorps, Ocean NanoTech, Springdale, AR, É.-U.) ont été ajoutés aux échantillons et 
incubés avec rotation pour la nuit à 4 °C et les billes ont été lavées 4 x au PBS-T. Quand la 
méthode d’analyse est l’immunobuvardage western, les protéines ont été éluées avec 200 
mM glycine-HCl à pH 2,2 et diluées dans un tampon laemmli. Pour les analyses en 
spectrométrie de masse suivant l’IP, les billes ont été conditionnées 3 x avec 50 mM de 
bicarbonate d’ammonium (NH4HCO3) à pH 8. Les billes ont ensuite été incubées pour la nuit 
avec 0,2 µg de trypsine-LysC (Promega, Madison, WI, É.-U.) dans un volume suffisant pour 
couvrir les billes de 50 mM NH4HCO3 (≈ 50-100 µL). L’incubation a été faite à 37 °C pour 
la nuit sur un bloc chauffant rotatif.  Le surnageant qui contient les peptides issus de la 
digestion a été transféré dans un nouveau tube et les billes ont été lavées avec un volume (≈ 
100 µL) de 50 mM NH4HCO3. Le lavage et le surnageant ont été combinés. 
3.13 Préparation des échantillons pour l’analyse en spectrométrie de masse 
Les peptides ont été réduits dans 5 mM de dithiothréitol (DTT) pour 1 h à température pièce 
et l’alkylation des cystéines a été conduite avec 10 mM d’iodoacétamide (IAA) pour 30 min, 
à température pièce dans le noir. La réaction a ensuite été neutralisée par l’ajout de 10 mM 
DTT (30 min, température pièce). Les échantillons ont par la suite été acidifiés à une 
concentration finale de 2 % (v/v) acide formique (AF) et dessalés par extraction en phase 
solide (SPE) sur une résine polymérique fonctionnalisée en phase inverse (Phenomenex, 
Torrance, CA, É.-U.). La colonne SPE a été activée avec de l’ACN et conditionnée avec 2 % 
AF. Ensuite, les peptides ont été ajoutés à la colonne et lavés avec 5 % ACN/2 % AF. 
L’élution des peptides a été faite avec 75 % ACN/2 % AF. Les échantillons ont finalement 
été séchés dans un évaporateur centrifuge et dissous dans 1 % AF. 
3.14 Chromatographie liquide 
Les peptides ont été séparés par chromatographie liquide sur un système MicroLC 200 
(Eksigent, Dublin, CA, É.-U.) préalablement à leur introduction dans le MS. Les échantillons 
ont été chargés sur une colonne Halo Peptide ES-C18 (Advanced Materials Technology, 
Wilmington, DE), ayant une longueur de 15 cm, un diamètre de 300 µm et des particules de 
2,7 µm, par surcharge de la boucle d’injection (5 µL) avec 7 µL d’échantillon et à l’aide d’un 
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échantillonneur automatisé PAL HTC-xt (CTC Analytics, Zwingen, Suisse). La phase 
mobile est composée de deux solvants, le solvant A étant de l’eau / 3 % diméthylsulfoxyde 
(DMSO) / 0,2 % AF et le solvant B étant de l’éthanol 100 % / 3 % DMSO / 0,2 % AF. Les 
peptides ont été élués de la colonne dans le MS à un flux de 3 µL/min sur un gradient en 2 
phases : une première pente plus douce débutant à 5 % de solvant B et augmentant de 1,33 % 
/ min en solvant B sur 30 min et une seconde pente de 11 % / min jusqu’à 100 % de solvant 
B. Un plateau de 5 min à 100 % de solvant B suit les gradients pour finalement redescendre 
aux conditions initiales (5 % solvant B). 
3.15 Spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) 
Une sonde ESI de 25 µm a été utilisée pour introduire les peptides dans la source DuoSpray 
(Sciex, Concord, ON, Canada) d’un spectromètre de masse en tandem TripleTOF 5600 
(Sciex, Concord, ON, Canada) muni d’un analyseur hybride quadripôle/temps de vol (Q-
TOF). L’acquisition des spectres TOF MS (350-1250 Da, résolution >30 000 Da) et TOF 
MS/MS (100-1800 Da, résolution >15 000 Da) a été faite sur des périodes cycliques de 
610 ms comprenant un TOF-MS avec un temps d’accumulation des spectres de 25 ms ainsi 
que 40 cycles TOF MS/MS de 35 ms d’accumulation des spectres. Les valeurs des paramètres 
pour le gaz nébuliseur, le gaz chauffant, le curtain gaz, la température et le voltage de la 
source ainsi que le potentiel de dissociation ont été fixés respectivement à 12, 10, 27, 225 °C, 
5200 V et 110 V.  L’énergie de collision pour l’acquisition des spectres TOF MS a été fixée 
à 10 et un balayage de l’énergie de collision (rolling collision energy) fixé à 5 a été appliqué 
pour l’acquisition des spectres TOF MS/MS.   
3.16 Analyses en mode multiple reactions monitoring  
Une méthode indépendante pour chaque transition a été mise au point par infusion des 
peptides synthétiques dans le MS. L’énergie de collision et le potentiel de dissociation ont 
été variés jusqu’à l’obtention d’un signal optimal. Les valeurs fixées sont présentées dans le 
Tableau 3. Pour les méthodes pseudoMRM, l’acquisition des spectres TOF MS (100-1250 
Da, résolution >30 000 Da) et TOF MS/MS (100-1250 Da, résolution >15 000 Da) a été faite 
sur des périodes cycliques de 610 ms avec un temps d’accumulation des spectres de 35 ms. 
Les valeurs des paramètres pour le gaz nébuliseur, le gaz chauffant, le curtain gaz, la 
température et le voltage de la source ont été fixées respectivement à 12, 2, 27, 225 °C et 
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Le fractionnement des protéines sur un système Sage ELF est fait en deux étapes. Tout 
d’abord, la migration des protéines dans le gel d’agarose est faite par électrophorèse et elle 
sépare les protéines en fonction du poids moléculaire. En second lieu, les protéines sont 
éluées perpendiculairement au sens de la migration vers les puits de collections par 
électrophorèse.   
 
À la fin de la migration, les fractions d’élution (30 µL) ont été transférées dans des tubes de 
1,5 mL. Pour l’immunobuvardage western, du tampon laemmli a été ajouté aux échantillons 
et les échantillons ont été entreposé à -30 °C jusqu’à leur analyse. Pour l’analyse 
pseudoMRM, un lavage des puits a été effectué avec 30 µL d’eau et les lavages ont été mis 
en commun avec les fractions d’élutions. Le pH des échantillons a été neutralisé avec 3 µL 
de 1 M HEPES. Les protéines ont été réduites 1 h à température pièce avec 5 mM DTT et 
alkylées 30 min avec 10 mM IAA à l’abri de la lumière. La réaction a ensuite été neutralisée 
avec 10 mM DTT. Le SDS dans les échantillons a été dilué à 0,02 % par l’ajout de NH4HCO3 
(dilution 1/5) et les protéines ont été digérées à la trypsine-LysC (1 µg trypsine/30 µg de 
protéines). La digestion a été arrêtée par l’ajout de 12 µL d’acide formique 50 %. Le SDS a 
été éliminé des échantillons par précipitation au chlorure de potassium (KCl) comme 
préalablement décrit (Carraro et al., 1994). Brièvement, 1 volume de 4 M KCl a été ajouté 
aux échantillons qui ont été brassés vigoureusement par la suite et incubés 10 min. Les 
molécules de dodécylsulfate de potassium (KDS) formées ont été retirées par deux 
extractions à l’acétate d’éthyle. L’excès d’acétate d’éthyle est éliminé dans un évaporateur 
centrifuge. Les peptides ont ensuite été traités pour leur analyse en MS/MS comme dans la 
section 3.13 Préparation des échantillons pour l’analyse en spectrométrie de masse 
3.19 Digestion trypsique sur gel d’acrylamide 
Le protocole suivi pour la digestion directe sur gel de polyacrylamide est tiré d’un article 
publié dans le journal Nature Protocole (Shevchenko et al., 2007). Les protéines (180 µg 
provenant d’urine concentrée sur Amicon 10K) ont été migrées dans un gel de 
polyacrylamide 6 % et les protéines ont été colorées au bleu de Coomassie pour 30 min. Le 
gel a ensuite été décoloré avec une solution d’eau/méthanol/acide acétique (45 : 45 : 10 v/v/v) 
et rincé 1 h dans l’eau. Une bande à ≈ 90 kDa a été excisée et hachée en cubes de 1 mm3 à 
l’aide d’une lame tranchante. Les morceaux de gel ont ensuite été transférés dans un tube de 
1,5 mL et couverts de 500 µL d’une solution de NH4HCO3/ACN (1 : 1 v/v) pour 30 min 
(avec vortex). Trois volumes d’ACN (1500 µL) ont ensuite été ajoutés pour assécher les 
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cubes jusqu’à ce qu’ils aient une apparence blanchâtre. L’ACN a ensuite été retiré et les 
cubes ont été séchés à l’air. Un volume de trypsine-LysC (13 ng/µL) dans un tampon 10 mM 
NH4HCO3/10 % ACN suffisant pour couvrir les cubes a été ajouté dans le tube et 
l’échantillon a été incubé sur glace jusqu’à ce que tout le volume soit absorbé par les cubes. 
Les étapes ont été répétées jusqu’à ce que les cubes n’absorbent plus la solution de trypsine. 
Pour éviter que les cubes s’assèchent, ils ont été couverts de 30 µL de NH4HCO3 et 
l’échantillon a été incubé à 37 °C pour la nuit. Les peptides ont été extraits du gel en ajoutant 
une solution de 10 % (v/v) AF et le surnageant contenant les peptides a été transféré dans de 
nouveaux tubes. Les peptides ont ensuite été préparés pour leur analyse en MS/MS comme 
dans la section 3.13 Préparation des échantillons pour l’analyse en spectrométrie de masse. 
3.20 Analyses bio-informatiques et statistiques 
L’identification des protéines et des peptides a été faite avec le logiciel ProteinPilot (Sciex, 
version 4,5). Des paramètres prédéfinis de recherche ont été entrés dans le logiciel, soit pour 
l’instrument étant un TripleTOF 5600, l’alkylation des cystéines par IAA, la digestion à la 
trypsine et un accent de recherche sur l’identification de modifications biologiques. Le 
logiciel fait la digestion in silico d’une base de données maison combinant le protéome Homo 
sapiens issu d’UniProt (données extraites le 3 juillet 2013) en format FASTA, la séquence 
de PACE4 recombinante et un ensemble de contaminants communs, et aligne ceux-ci avec 
l’algorithme Paragon (version 4,5) aux spectres générés par l’analyse MS/MS. Le logiciel 
fait également l’analyse du taux de fausses découvertes (FDR : false discovery rate). La 
qualité des spectres TOF-MS et TOF-MS/MS a été vérifiée à l’aide du logiciel PeakView 
(Sciex, Version 1,2) et l’intégration de l’aire sous la courbe (AUC) des spectres pseudoMRM 
est faite avec le logiciel Skyline (MacLean et al., 2010). Les analyses statistiques et les 
graphiques ont pour la plupart été faits avec le logiciel GraphPad Prism6. Pour chaque 
analyse, le test statistique employé est inscrit dans la description de la figure. Le test de 
normalité Shapiro-Wilk ainsi que les histogrammes de normalité ont été faits à l’aide du 
logiciel R (Version 3,3, 0) et le progiciel ggplot2. Enfin, la matrice de corrélation a été faite 
avec le progiciel corrplot dans R.    
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L’exercice a été répété avec de l’APS recombinante, dans le but d’identifier des transitions 
pour l’APS qui pourront éventuellement être intégrées à la méthode comme outils de 
validation de l’essai en comparant avec les dosages faits en clinique.  La digestion trypsique 
de 1 µg d’APS recombinant purifié a permis d’identifier 10 peptides (Tableau 4). Les mêmes 
critères ont permis de sélectionner 2 peptides, dont 1 a été synthétisé, LSEPAELTDAVK, et 
dont les transitions ont été mises au point (Figure 9).  
4.1.1.1 Courbes standards des peptides de PACE4 
Les peptides synthétiques ont ensuite été dilués en série pour connaitre la plage linéaire et les 
limites de détections de la méthode (Figure 10). Pour le peptide NVVVTILDDGIER, les 
deux transitions sont linéaires sur l’entièreté de l’étendue testée. La limite de détection n’a 
pas été atteinte avec ce peptide puisque le signal était encore très défini et d’une bonne 
intensité à 3,9 µg/L de peptide, qui est la concentration la plus faible testée. Pour ce qui est 
du peptide MLELSAPELEPPK, les courbes standards ont une allure plutôt quadratique. La 
limite de détection de la transition 727,4/809,4 n’a également pas été atteinte, mais celle de 
la transition 727,4/967,5 est estimée à 7,8 µg/L. Ainsi, avec le peptide NVVVTILDDGIER 
et la transition 727,4/809,4, l’essai pseudoMRM permet de détecter PACE4 à des 
concentrations aussi faibles que 2,7 nM tandis qu’avec la transition 727,4/967,5, PACE4 est 
détectable à 5,3 nM.  
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L’immunobuvardage de type western avec l’anti-V5 montre l’interaction non spécifique de 
PACE4 (flèche noire) sur plusieurs billes disponibles au laboratoire. 
 
Des interactions non spécifiques de PACE4 (≈97 kDa) ont été observées sur 5 des 8 billes 
testées. Aucune interaction n’est observable sur les billes d’agarose fonctionnalisées à la 
protéine A de Santa Cruz, sur les billes hydrazides de la compagnie Bioclone Inc et sur les 
billes magnétiques de la compagnie Ocean NanoTech. Pour la suite de la mise au point, une 
bille magnétique de la compagnie Ocean NanoTech, fonctionnalisée à la streptavidine a été 
sélectionnée. En utilisant cette bille, les interactions entre les immunoglobulines présentes 
dans le plasma et pouvant causer de l’interférence sont réduites au maximum. De plus, le 
magnétisme de la bille facilite grandement l’expérimentation. Les anticorps devaient donc 
être biotinylés.   
4.1.3.2 Validation des anticorps produits au laboratoire 
Pour discriminer les isoformes de PACE4, deux anticorps contre les domaines C-
terminaux consensuel (anti-CtCons) et alternatif (anti-CtAlt) de PACE4 ont été produits. Un 
troisième anticorps dirigé contre le domaine P (anti-domaine P) a également été préparé, 
puisque très peu d’anticorps commerciaux reconnaissant PACE4 sont disponibles. Un 
monoclonal recombinant de la compagnie AbCam (anti-PACE4 (AbCam)) est l’un des seuls 
anticorps disponibles permettant de détecter PACE4 à des niveaux endogènes par 
immunobuvardage western. Aucune information sur l’épitope de cet anticorps n’est 
cependant disponible. Avec ces anticorps, la distinction entre PACE4-CtCons et PACE4-
CtAlt pourrait se faire sur la base du peptide en C-terminale de la PACE4-CtAlt.   
 
Les protéines recombinantes ont été utilisées pour générer des courbes standards avec les 
anticorps produits pour l'essai afin de confirmer que les anticorps puissent reconnaitre de 
façon dose dépendante les bonnes isoformes. À priori, des cellules HEK293FT ont été 
transfectées avec les vecteurs pcDNA3,1-hPACE4-CtCons et pcDNA3,1-hPACE4-CtAlt et 
l’expression de PACE4 a été confirmée par immunobuvardage western (Figure 13). Une 
quantité équivalente de lysat cellulaire (15 µg) a été déposée dans les puits et un ratio de 3,4 
entre la somme des pixels de l’immunodétection de PACE4-CtAlt et la somme des pixels de 
PACE4-CtCons a pu être établi. Le volume contenant 15 µg de lysat étant relativement 
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Avec l’anti-CtCons, les signaux obtenus sont faibles et fluctuants dans le bruit de fond 
(données non illustrées). Par conséquent, la quantité d’anti-CtCons utilisée pour valider 
l’anticorps a été doublée à 10 µg. La courbe obtenue (Figure 14B) fluctue dans le bruit de 
fond pour les petites quantités de PACE4, mais l’intensité du signal augmente drastiquement 
quand 50 µL de PACE4-CtCons sont ajoutés dans le plasma. La courbe est semblable avec 
l’anti-CtAlt (Figure 14C). Quand 25 µL de PACE4-CtAlt sont ajoutés au plasma, le signal 
grimpe drastiquement et augmente davantage avec 50 µL. En bref, les anticorps semblent 
reconnaitre les isoformes respectives de façon volume dépendante, mais les courbes 
atteignent rapidement les limites de détection de l’essai. L’anti-CtCons a une sensibilité 
légèrement inférieure aux autres anticorps puisque la quantité d’anticorps a été doublée. 
 
Enfin, la spécificité des anticorps anti-CtCons et anti-CtAlt a été validé en tentant 
d’immunoprécipiter de la PACE4-CtAlt avec l’anti-CtCons et vice et versa (Figure 15). Cette 
validation a été faite avec 25 µL de lysat dilué dans un tampon PBS. Aucun signal n’est 
observable quand la PACE4-CtAlt est immunoprécipitée avec l’anti-CtCons et un très faible 
signal (entre 120 u et 941 u d’AUC) est détecté par l’IP-pseudoMRM de la PACE4-CtCons 
avec l’anti-CtAlt. Donc, les anticorps dirigés contre les C-terminaux sont spécifiques aux 
isoformes contre lesquelles ils dont dirigés. 
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détecter PACE4-CtAlt a été changée. Le peptide LETFWVVTTGR a été ajouté dans la 
méthode pseudoMRM permettant par le fait même d’étudier les deux isoformes en une seule 
IP avec l’anti-domaine P. En somme, il ne semble y avoir que de la PACE4-CtCons dans le 
plasma.  
 
Par contre, la présence dans le plasma d’exopeptidases dégradant les protéines par les 
extrémités N-terminale et C-terminale pourrait expliquer en partie la difficulté de doser cette 
isoforme. Ceci pourrait également expliquer l’absence de cohérence entre les niveaux de 
PACE4 décelés avec l’anti-domaine P et l’anti-CtCons. Par exemple, dans le plasma #5 
(Figure 16), des niveaux de PACE4 assez élevés ont été dosés avec l’anti-domaine P, mais 
ces niveaux se transforment en un faible signal lorsque l’anti-CtCons est utilisé. Aussi, les 
niveaux semblent généralement plus élevés quand l’anti-domaine P est employé 
comparativement à l’anti-CtCons. Puisque l’anti-domaine P cible une région près des 
peptides suivis en pseudoMRM, la reconnaissance de l’épitope par cet anticorps est 
probablement moins affectée par ces protéases, facilitant par le fait même la détection de 
PACE4. L’hypothèse que la PACE4-CtAlt soit présente dans le plasma ne peut par 
conséquent pas être mise de côté. Cette variabilité pourrait également être compensée en 
partie par l’ajout d’un élément normalisateur à l’essai comme la protéine isotopiquement 
marquée.   
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des protéines (hPACE4-CtCons et hPACE4-CtAlt dans le même échantillon) purifiées sur 
les colonnes de nickel dans le but d’estimer l’efficacité du marquage isotopique (> 85 % pour 
le peptide MLELSAPELEPPK ; > 95 % pour les peptides NVVVTILDDGIER et 
LETFWVVTTGR). 
 
4.2 Détection de PACE4 dans l’urine de patients atteints d’un CaP 
Pendant les phases exploratoires du projet, quelques échantillons d’urines ont été analysés en 
parallèle avec des plasmas avec l’anticorps monoclonal recombinant de la compagnie 
AbCam, étant donné que sa grande sensibilité permet d’immunodétecter PACE4 à des 
niveaux endogènes par immunobuvardage western. Trois paires de plasma et d’urine 
provenant des mêmes patients ont été testées par immunobuvardage western avec l’anti-
PACE4 (AbCam) et en IP-pseudoMRM (Figure 20). En immunobuvardage western 
(Figure 20A), une seule bande spécifique autour de 90 kDa a été immunodétectée. Dans les 
plasmas, en plus d’une bande à 90 kDa, une seconde bande est visible autour d’un poids 
moléculaire de 100 kDa. Avec ces résultats, l’hypothèse que PACE4 pourrait être dosable 
dans l’urine semble plausible. Par contre, quand l’essai d’IP-pseudoMRM avec l’anti-PACE4 
(AbCam) est conduit dans ces échantillons (Figure 20B), PACE4 est détectable en 
pseudoMRM seulement dans le plasma. Comparativement à l’IP contrôle, qui est faite avec 
un lysat cellulaire de HEK293FT surexprimant PACE4-CtCons dans le PBS, les niveaux 
dans le plasma sont faibles. Il est possible qu’en immunobuvardage western dans ces 
échantillons (Figure 20A), ce soit la bande autour de 100 kDa dans le plasma qui soit associé 
à PACE4, mais l’opposition apparente des conclusions dans l’urine a été explorée davantage 
avec quelques expériences.  
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Ainsi, une étude comparative a été conduite dans les prélèvements sanguins pour explorer si 
les niveaux relatifs de PACE4-CtCons ou PACE4-CtAlt pourraient varier de façon drastique 
en fonction des différentes données cliniques disponibles qui sont associées aux échantillons. 
En effet, l’essai IP-pseudoMRM avec l’anti-domaine P a été conduit sur 33 échantillons 
sanguins provenant de patients recrutés au CHUS, 8 patients sans évidence de cancer et 25 
patients atteints d’un adénocarcinome prostatique et ayant subi une prostatectomie radicale 
(Tableau 6). L’âge moyen des patients est semblable entre les groupes (66,4 et 63,3, valeur 
de p : 0,4). Le niveau moyen d’APS dans le sang des patients atteints d’un CaP (9,33 µg/L) 
est plus élevé que dans le sang des patients contrôles (1,45 µg/L), ce qui est normal puisque 
les patients sains ont été choisis, en autre, en fonction d’un niveau d’APS considéré normal 
(< 4 µg/L). Parmi les patients atteints d’un CaP, le score de Gleason pathologique du foyer 
le plus agressif est de 6 pour 7 patients, 7 pour 11 patients et 8 pour 7 patients. Dans la cohorte 
de patients choisie pour l’expérience, le stade pathologique des patients est majoritairement 
pT2, c’est-à-dire un cancer dont la tumeur est palpable, mais confinée à la prostate. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
??
???
???
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????
?
????? ????? ???? ?????????? ????????? ?????????? ???? ????? ????????? ???????? ??? ??????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?
??
???
???
?
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????? ????? ??????????????????? ?????? ????????????? ?????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?
???????????????????????????????????????????????
????? ????????????????? ??????????????????????? ???????????????? ??????????????????????????????
????????? ????????????? ???????????? ?????? ???????? ??? ????? ??? ????????????? ???????????? ?????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?
????? ???? ???????? ???? ?????????????? ????????? ???? ????????????? ??? ??? ????? ????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?
  
72 
72 
transformation vers la racine carrée des valeurs approche les distributions de la normalité, 
mais celles-ci demeurent tout de même anormales en se fiant au test de Shapiro-Wilk (W : 
0,913-0,927, p = 0,011-0,029). La transformation sur une échelle logarithmique approche 
davantage les données de la normalité, la base n’ayant aucune importance. L’allure des 
distributions et le test statistique de Shapiro-Wilk sont identiques pour les deux bases 
logarithmiques (W : 0,960-0,977 p = 0,265-0,691). C’est avec les données transformées sur 
une échelle logarithmique de base 10 que les analyses ont ensuite été conduites.  
 
 
Figure 25. Distribution des données 
Les histogrammes décrivent les distributions de données brutes et transformées sous une 
échelle logarithmique de bases 2 et 10 ainsi que les données transformées par la racine carrée 
des AUC totales.  Les graphiques sont répartis en matrice en fonction de la transformation 
effectuée (colonnes) et en fonction de la transition (rangées). 
 
4.3.2 Somme de l’aire sous la courbe pour comparer les échantillons  
Puisque la digestion trypsique est faite directement sur les billes, il est possible de supposer 
que l’accessibilité de la trypsine aux différents domaines de la protéine soit variable, affectant 
par le fait même la proportionnalité entre les différentes transitions et les dosages. En ce sens, 
si les courbes standards sont utilisées pour estimer la concentration moyenne de PACE4-
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CtCons dans le plasma, celle-ci diffère en fonction du peptide utilisé pour l’estimation (1,8 
± 1,3 nM avec le peptide MLELSAPELEPPK et 6,6 ± 4,5 nM avec le peptide 
NVVVTILDDGIER, Test de T avec correction de Welch supposant des variances non 
équivalentes : p < 0,0001). Ainsi, la somme de l’AUC des 4 transitions utilisées pour PACE4 
pourrait être une valeur plus juste pour comparer les niveaux de PACE4 dans les échantillons 
comparativement à faire une estimation avec chaque transition individuellement. Pour 
valider que les transitions varient de façon équivalente et que l’AUC totale corrèle bien avec 
toutes les transitions, une matrice de corrélation a été générée avec les données brutes et 
transformées.  
 
 
Figure 26. Corrélation entre l’AUC totale et l’AUC des transitions individuelles 
Une matrice de corrélation a été générée entre les différentes transitions de PACE4 et la 
somme de toutes les transitions (AUC totale). Une représentation graphique du coefficient 
de corrélation est illustrée dans la demie supérieure de la matrice de corrélation. La couleur 
et l’allure de l’ellipse indiquent le sens et la force du coefficient, une ligne bleu marin 
indiquant une corrélation fortement positive et une ligne rouge vin étant fortement négative. 
Les coefficients de corrélation sont affichés dans la partie inférieure de la matrice. Dans le 
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cadran violet, les coefficients sont ceux comparant les données brutes et dans le cadran cyan, 
les coefficients sont ceux comparant les données transformées sur une échelle logarithmique 
de puissance 10. Un X dans la case indique que la corrélation n’est pas statistiquement 
significative (p < 0,05). 
 
Les transitions corrèlent fortement ensemble, le coefficient de corrélation le plus faible étant 
de 0,96. Il est possible de voir que les deux transitions du peptide MLELSAPELEPPK et 
celles du peptide NVVVTILDDGIER corrèlent respectivement ensemble de façon parfaite 
(r2=0,99). Les corrélations demeurent presque parfaites en comparant les peptides entre eux. 
Les coefficients de corrélation varient entre 0,96 et 0,97. En comparant la somme de l’AUC 
des transitions avec chacune d’elle individuellement, cette variable corrèle fortement avec 
toutes les transitions de PACE4 (r2 = 0,97-1,00), et ce même après la transformation en 
échelle logarithmique (r2 = 0,94-1,00). Alors, pour comparer les niveaux de PACE4 dans les 
échantillons, la somme de l’AUC des transitions a été utilisée.  
4.3.3 Comparaison des niveaux de PACE4-CtCons dans les échantillons 
Tout d’abord, les niveaux de PACE4-CtCons ont été comparés entre les patients sains et les 
patients atteints d’un CaP (Figure 27A). Il est possible d’observer que les niveaux moyens 
de PACE4-CtCons dans le sang sont 2,2 x plus élevés chez les patients atteints d’un CaP que 
chez les patients sains (p = 0,003). Ainsi, des niveaux plus élevés de PACE4-CtCons dans le 
sang pourraient indiquer la présence d’une tumeur à la prostate. Il était par la suite intéressant 
de vérifier si les niveaux de PACE4 dans le sang augmentent en fonction du stade 
pathologique et du score de Gleason de la même façon que l’expression tissulaire au niveau 
des tumeurs. Si les patients sont regroupés en fonction du score de Gleason pathologique 
(Figure 27B), les données sont distribuées en forme de parabole, augmentant du groupe sain 
jusqu’au groupe Gleason 7 et diminuant légèrement chez les patients du groupe Gleason 8. 
Une différence statistiquement significative peut être décelée entre les patients contrôles et 
les patients ayant un score de Gleason de 7 (ANOVA : r2 = 0,304, p = 0,014 ; Comparaisons 
multiples avec correction de Turkey : p<0,05). Selon les résultats de l’ANOVA, le score de 
Gleason expliquerait tout de même 30,4 % de la variance. Par contre, le groupe contrôle 
influence grandement cette statistique puisqu’aucune corrélation ne peut être établie entre le 
score de Gleason et les niveaux de PACE4-CtCons sans le groupe contrôle (corrélation de 
Spearman : S = 3139,6, p = 0,3195). Les données ont par la suite été groupées en fonction du 
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stade pathologique (Figure 27C). Étant donné que la majorité des patients inclus dans 
l’analyse ont une tumeur confinée à la prostate (N=15), les patients ont été placés en deux 
groupes : les patients dont la tumeur est confinée à la prostate (pT2) et les patients dont la 
tumeur a des extensions extraprostatiques (>pT2). La comparaison des deux groupes par un 
test de T de Student suggère qu’il n’y a pas de différence significative entre ces groupes 
(5 087 versus 5 046, p=0,747). Ainsi, les niveaux de PACE4-CtCons dans le sang ne 
semblent pas apporter d’information sur le stade ou l’agressivité des tumeurs du CaP. Les 
niveaux de l’APS dans le sang de ces patients ont par la suite été comparés aux niveaux de 
PACE4-CtCons pour voir si une relation existe entre les deux marqueurs (Figure 27D). 
L’analyse de régression linéaire entre les AUC totales de PACE4-CtCons et les niveaux 
d’APS sérique indique qu’il n’y a pas de relation significative entre ces deux variables 
(corrélation de Pearson, r2= 0,024, p=0,390). Les deux marqueurs semblent varier 
indépendamment l’un de l’autre et pourraient potentiellement être utilisés de façon 
complémentaire pour le dépistage du CaP.  
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5 DISCUSSION 
Le CaP est le cancer affectant le plus d’hommes au Canada et la cinquième cause de mortalité 
par cancer (Comité consultatif de la Société canadienne du cancer, 2015). Le manque d’outil 
pronostique pour le CaP est un problème clinique auquel il est impératif de s’attaquer. 
Plusieurs hommes sont traités inutilement pour des tumeurs indolentes et asymptomatiques 
tandis que pour une part, le CaP devient résistant à la castration, se soldant par un très 
mauvais pronostic. Plusieurs études démontrent le rôle crucial de PACE4 pour la 
tumorigénèse et la progression tumorale. Les études précédentes de notre groupe de 
recherche ont montré non seulement la surexpression unique de PACE4 au sein de la famille 
des PCs (Couture et al., 2012; D’Anjou et al., 2011), mais aussi une association entre les 
niveaux de PACE4 dans les tissus et le stade pathologique (D’Anjou et al., 2011), ainsi que 
le score de Gleason. Ainsi, l’hypothèse que PACE4 pourrait être un biomarqueur utile dans 
le CaP est tout à fait logique. Notre recherche a également mis en évidence PACE4-CtAlt, 
une isoforme de l’épissage alternatif de PACE4 toujours inconnu dans la littérature. Il était 
ainsi intéressant de vérifier le potentiel de ce candidat comme biomarqueur du CaP.    
5.1 Méthode pseudoMRM 
Dans ce mémoire, la majorité du travail accompli fut de mettre au point un essai basé sur la 
spectrométrie de masse permettant de doser les niveaux de PACE4-CtCons et PACE4-CtAlt 
dans le sang ou l’urine. L’utilisation de la MS s’est grandement améliorée au cours des 
dernières années avec l’adaptation de méthodes d’analyse comme le MRM en protéomique 
quantitative (Picotti et Aebersold, 2012). De nos jours, cette technologie est couramment 
utilisée pour le dépistage de drogues dans l’organisme et pour l’étude de la 
pharmacocinétique de composées, mais elle est de plus en plus acceptée en clinique pour le 
dosage de différents biomarqueurs associés à plusieurs pathologies. Par exemple, le dosage 
de l’estradiol (E2) ou la testostérone dans le sang pour évaluer les fonctions du système 
reproducteur sont des analyses de routine faites dans les laboratoires cliniques (Grebe et 
Singh, 2011). Cette plateforme technologique est idéale pour mettre au point un essai de 
dosage de PACE4, puisque ce mode d’analyse est à la fois sensible, sélectif et quantitatif. 
Dans cette étude, 6 transitions (2 par peptides) ont été sélectionnées et optimisées pour trois 
peptides (MLELSAPELEPPK, NVVVTILDDGIER, LETFWVVTTGR) permettant de faire 
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le suivi spécifique de PACE4-CtCons et PACE4-CtAlt. Les peptides MELESAPELEPPK et 
NVVVTILDDGIER sont communs aux deux isoformes tandis que le peptide 
LETFWVVTTGR est unique a PACE4-CtAlt. Les courbes standards avec les peptides 
MLELSAPELEPPK et NVVVTILDDGIER qui ont été générées ont permis de conclure que 
l’essai est sensible et permet de doser 2,7 nM de PACE4. Par contre, puisque les courbes ont 
été faites dans l’eau, on peut s’attendre à une limite de détection plus élevée dans un 
échantillon complexe comme le plasma. Les courbes non linéaires obtenues par la dilution 
en série du peptide MLELSAPELEPPK indiquent que la source ou le détecteur est saturé à 
de fortes concentrations de ce peptide ce qui affecte légèrement la plage dynamique de ce 
peptide. Avec le peptide NVVVTILDDGIER, elles sont linéaires pour les deux transitions 
sur toute l’étendue de concentrations qui a été testée. Parmi les transitions mises au point, 
c’est la transition 727,4/809,4 qui est la plus sensible et elle influence grandement les 
résultats. En effet, sur la matrice de corrélation qui a été générée avec les dosages dans le 
plasma des patients atteints d’un CaP, cette transition corrèle plus fortement avec les AUC 
totales comparativement aux autres transitions. La méthode pseudoMRM est somme toute 
sensible et les limites de détection sont comparables à celles que l’on peut retrouver avec des 
méthodes MRM faites sur des peptides (0,05 nM à 4,5 nM) en protéomique quantitative. 
(Mani et al., 2012).   
 
Pour valider le choix des peptides sélectionnés, une recherche de PACE4 a été faite sur la 
base de données MRM, PeptideAtlas, pour voir si des études protéomiques avaient observé 
ces peptides. Cette base de données disponible en ligne contient un ensemble d’outils pour 
la sélection et la mise au point de transitions en MRM dans plusieurs organismes vivants 
ainsi que plusieurs données brutes et analysées (Desiere et al., 2006). Dans la construction 
humaine de la base de données en 2016 (Human 2016; consulté le 05/08/2016), le peptide 
NVVVTILDDGIER est le troisième peptide le plus observé (33 x) de PACE4. Il a été observé 
dans 11 échantillons uniques. Malgré qu’entre nos mains, le peptide MLELSAPELEPPK soit 
le plus sensible, il n’a été observé qu’une fois dans 1 échantillon sur cette base de données. 
Le peptide C-terminal n’a jamais été observé ce qui n’est pas surprenant si le segment C-
terminal n’est pas inclus dans les bases de données comme Uniprot utilisées pour 
l’alignement des spectres et l’identification des protéines. 
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L’analyse MRM permet de multiplexer les analyses et de faire le suivi de plusieurs 
biomarqueurs en parallèle. Des transitions pour un peptide de l’APS, LSEPAELTDAVK, ont 
d’ailleurs été mises au point afin d’intégrer ce biomarqueur à l’essai par l’ajout d’un anticorps 
monoclonal biotinylé dans l’IP-pseudoMRM pour doser spécifiquement l’APS. Ce peptide a 
couramment été utilisé dans les études pour faire le suivi de l’APS en MRM (Keshishian et 
al., 2007; Klee et al., 2014; Kulasingam et al., 2008; Végvári et al., 2013). Il serait alors 
possible de faire une preuve de concept de la méthode d’IP-pseudoMRM en comparant les 
dosages à ceux faits en cliniques. 
5.2 Déplétion des protéines abondantes 
Pour détecter PACE4 dans des échantillons sanguins, la complexité du protéome rend la 
tâche plus difficile. La décomplexification des échantillons est donc essentielle.  Dans cette 
étude, deux grandes stratégies ont été explorées : la déplétion des protéines abondantes et 
l’IP-pseudoMRM. Premièrement, l’emploi d’une colonne MARS14 sur 200 µL de plasma 
n’a pas permis de détecter les isoformes de PACE4 puisqu’elles se retrouvent probablement 
à des concentrations inférieures à la limite de détection de l’essai. Ce type de colonne est 
couramment utilisé dans les études protéomiques, puisque celles-ci sont très efficaces à 
retirer les protéines très abondantes et elles sont idéales pour l’étude des protéines de 
moyenne abondance. Par contre, selon une étude, son emploi pour l’étude des protéines de 
très faible abondance comme PACE4 pourrait être limité. L’étude conclut que ce type de 
colonne ne confère aucun avantage significatif à détecter un nombre plus élevé de protéines 
de très faible abondance en protéomique comparativement à l’étude du plasma total (Tu et 
al., 2010). Une combinaison de la colonne MARS14 avec l’IP-pseudoMRM pourrait 
cependant être une avenue intéressante à explorer pour augmenter la sensibilité de l’essai. 
Aussi, en considérant qu’une méthode MRM détecte une quantité de peptide et non une 
concentration, le volume n’était peut-être pas assez grand pour permettre d’observer un signal 
correspondant aux peptides de PACE4. Par contre, l’utilisation d’un plus grand volume n’est 
pas souhaitable avec la colonne centrifuge qui a été utilisée, puisque ça compliquerait 
grandement l’expérimentation considérant que toutes les étapes sont faites manuellement. 
Des colonnes MARS14 pour HPLC avec une capacité plus élevée (200 µL de plasma par 
passage) sont aussi disponibles et pourraient simplifier l’expérimentation par 
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l’automatisation de la méthode. En somme, pour détecter PACE4 dans le sang, l’emploi seul 
de la colonne MARS14 n’est pas suffisant.  
5.3 Mise au point de l’essai IP-pseudoMRM 
Un essai combinant une IP et l’analyse pseudoMRM a également été mis au point pour ces 
travaux. Pour ce faire, trois anticorps spécifiques ont été produits, l’anti-domaine P, l’anti-
CtCons et l’anti-CtAlt. Avec ces anticorps, des courbes standards ont été générées pour 
s’assurer que l’essai puisse doser PACE4-CtCons et PACE4-CtAlt de façon concentration 
dépendante. Rapidement, les courbes atteignent les limites de détection de l’essai. Il est 
cependant impossible de cibler l’étape déterminante de la sensibilité de l’essai : la méthode 
pseudoMRM ou la sensibilité des anticorps. En effet, si les courbes standards faites avec les 
peptides synthétiques étaient utilisées pour estimer une limite de détection de l’essai, il est 
possible de supposer que la limite de détection serait essentiellement celle de la méthode 
pseudoMRM, puisque le volume de lysat n’indique pas la quantité absolue de PACE4 qui a 
été ajoutée au plasma de souris. De cette façon, les paramètres calculés ne seraient pas 
représentatifs. Pour connaitre les limites de détection et de quantification de l’essai, il faudrait 
absolument que la PACE4 soit pure, ce que nous n’avions pas sous les mains. L’emploi des 
lysats cellulaires demeure ainsi la meilleure option disponible pour, au moins, montrer une 
relation dose-réponse, ce qui a été fait. Avec l’anti-domaine P, un signal contaminant sur le 
peptide NVVVTILDDGIER a été décelé dans l’expérience de validation. Ce signal provient 
vraisemblablement du plasma de souris. Le peptide NVVVTILDDGIER est commun dans 
l’espèce murine, ce qui n’est pas le cas du peptide MLELSAPELEPPK. Si PACE4 est 
sécrétée dans le plasma humain, on peut s’attendre à retrouver PACE4 dans le plasma murin 
également.   
 
À l’aide de l’essai d’IP-pseudoMRM, PACE4-CtCons a été détecté dans le plasma humain 
sans interférence avec une intensité distincte du bruit de fond et avec un bon niveau de 
confiance (2 transitions pour 2 peptides). Par contre, pour ce faire, un volume de 1 mL est 
nécessaire, ce qui entraine un biais de sélection puisque des volumes limités d’échantillons 
sont disponibles pour plusieurs plasmas dans la biobanque. Cette limite a justifié en partie le 
choix de la stratégie pour discriminer PACE4-CtCons et PACE4-CtAlt puisque l’emploi d’un 
seul anticorps réduit le volume nécessaire à 1 mL à défaut d’un minimum de 2 mL si deux 
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anticorps sont utilisés, ce qui augmente le nombre d’échantillons disponibles. Au contraire, 
dans tous les échantillons cliniques analysés d’urine ou de plasma humains, jamais PACE4-
CtAlt n’a été détectée avec un bon niveau de confiance. Une méthode plus sensible pourrait 
possiblement permettre de la détecter, mais en étudiant la forme alternative, il a été établi par 
immunobuvardage de type Western sur le milieu de culture de cellules surexprimant les 
isoformes, que PACE4-CtAlt est moins sécrétée que la forme consensuelle (Couture et al., 
manuscrit en préparation). Ainsi, il est possible de croire que si PACE4-CtAlt se retrouve 
dans le plasma, c’est à des concentrations trop faibles pour être détectée par l’essai IP-
pseudoMRM. Aussi, la dégradation des extrémités par les exopeptidases présentes dans le 
plasma est une hypothèse qui ne peut être écartée. Elle expliquerait aussi la différence qui a 
été observée entre les niveaux détectés par l’IP-pseudoMRM avec l’anti-domaine P et les 
niveaux plus faibles observés par l’IP-pseudoMRM avec l’anti-CtCons. En plus, l’anti-
domaine P semble moins bien reconnaitre la forme alternative. L’ensemble de ces 
observations pourrait expliquer l’incapacité d’observer la PACE4-CtAlt dans les 
prélèvements sanguins.  
 
L’IP-pseudoMRM a également été conduite dans des échantillons d’urine humaine de 
patients atteints d’un CaP. La détection d’une bande autour de 90 kDa par immunobuvardage 
western est un résultat qui a tout d’abord été surprenant. Sur la base de ces résultats, 
l’hypothèse que PACE4 soit présente dans l’urine semblait plausible. Par contre, l’incapacité 
de détecter PACE4 par IP-pseudoMRM suggère une tout autre conclusion. Aucune base de 
données ou étude faite dans l’urine n’ont décelé la présence de PACE4. De plus, les essais 
entrepris pour contrevérifier cette contradiction, l’excision de la bande du gel et le 
fractionnement Sage ELF, n’ont également pas permis de détecter PACE4 dans l’urine. Ainsi 
l’ensemble des évidences suggère que la bande à 90 kDa serait attribuable à un artéfact.   
5.4 Étude comparative 
Une étude comparative sur trente-trois échantillons provenant de patients sains et de patients 
atteints d’un CaP a été conduite avec l’anti-domaine P par IP-pseudoMRM. Il a été montré 
que les niveaux relatifs de PACE4-CtCons sont 2,2 x plus élevés dans le sang des patients 
atteints d’un CaP comparativement aux patients sains. Ainsi, l’hypothèse que la 
surexpression de PACE4-CtCons dans les tumeurs de la prostate se traduit par une plus 
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grande libération de celle-ci dans le sang des patients semble plausible. Un niveau basal dans 
les plasmas est tout de même détectable et peut provenir des autres organes où la PACE4 est 
exprimée comme dans le foie. Une seule autre étude a dosé les niveaux de PACE4 dans le 
sang, celle d’Eric W. Klee et ses collaborateurs qui ont vérifié les niveaux de 35 
biomarqueurs potentiels du CaP, dont PACE4, dans les sérums de patients atteints d’un CaP 
de stade avancé (Klee et al., 2012). Ils ont conclu que les niveaux de PACE4 sont 
généralement plus élevés chez les patients atteints d’un CaP de stade avancé 
comparativement aux patients sains, ce qui appuie les observations qui ont été faites dans 
notre étude. Étant donné que plusieurs tissus expriment PACE4-CtCons dans l’organisme, il 
est possible de supposer PACE4-CtCons serait utile comme biomarqueur complémentaire à 
l’APS. D’ailleurs, les tests de corrélation qui ont été faits entre les niveaux sanguins de l’APS 
et ceux de PACE4-CtCons appuient cette hypothèse. L’analyse montre que ces protéines 
semblent varier de façon indépendante dans le sang et qu’ils pourraient potentiellement être 
utilisés en combinaison puisque le dosage de ces deux protéines semble donner différentes 
informations en lien avec la prostate. La prédiction du stade pathologique ou du score de 
Gleason par le dosage de PACE4-CtCons dans le plasma a également été étudiée, mais 
aucune relation n’a été établie entre ceux-ci et le niveau de PACE4 dans le plasma.  
5.4.1 Forces et faiblesses de l’étude 
L’une des forces de notre étude est la puissance statistique suffisante pour supporter les tests 
statistiques qui ont été faits. Une puissance de 0,88 pour des tailles d’échantillon non 
équivalente a été calculée avec les données transformées et avec l’aide des progiciels lsr et 
pwr dans R. Une autre force de notre étude est la grande variété d’échantillons qui ont été 
inclus dans l’analyse. La biobanque du laboratoire donne accès à des patients sains et atteints 
d’un CaP, à différents stades de la maladie et à différents degrés de sévérité, ce qui permet 
de mieux cerner les relations existantes entre la PACE4 et le développement de la maladie.  
 
Par contre, des améliorations et des biais peuvent également être identifiés dans notre 
méthode expérimentale. Tout d’abord, un biais expérimental à notre étude peut être associé 
au type d’échantillons cliniques dans lesquels PACE4 a été dosé. Dans ce sens, les patients 
sains sont analysés dans le sérum tandis les patients atteints d’un CaP sont analysés dans du 
plasma. Pour la collecte du plasma, les tubes de collection sont traités avec un anticoagulant 
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prévenant l’agrégation plaquettaire. Des niveaux non négligeables de PACE4 sont présents 
dans les plaquettes (Burkhart et al., 2012). Alors, si les plaquettes subissent une lyse 
cellulaire au cours du transport ou si des plaquettes résiduelles sont congelées au moment de 
l’entreposage, il pourrait y avoir une surestimation de PACE4 dans ces échantillons. Il est 
impossible d’ignorer la possibilité que la différence de 2,2 x soit simplement due à la 
comparaison entre du sérum et du plasma. D’un autre côté, l’activation et l’agrégation 
plaquettaire résultent en une sécrétion majeure dans le plasma de protéines provenant des 
plaquettes (Heijnen et al., 1999). On ne peut donc pas exclure l’hypothèse que de la PACE4 
soit sécrétée par l’activation des plaquettes, ce qui surestimerait les dosages. Pour éliminer 
ce biais, une centrifugation additionnelle plus rapide pour éliminer les plaquettes pourrait 
être faite avant l’entreposage des plasmas à -80°C.  
 
Ensuite, la purification de la PACE4 lourde est primordiale pour l’essai afin d’ajouter un 
élément normalisateur dans l’analyse. Pour le type d’essai mis au point (l’IP-pseudoMRM), 
l’emploi de la protéine lourde entière est plus enviable pour normaliser toutes les sources de 
variabilité. La protéine lourde normaliserait autant l’analyse pseudoMRM que l’IP et 
permettrait une quantification absolue de PACE4. Plusieurs étapes de l’IP sont des sources 
de variabilité : il peut y avoir des pertes de billes durant les nombreux lavages ; le couplage 
biotine-streptavidine entre les anticorps et les billes peut être plus ou moins efficace ; 
l’interaction anticorps-antigène peut différer entre les échantillons ; et la digestion faite 
directement sur les billes peut jouer sur l’accessibilité aux différents domaines structuraux 
par la trypsine pour la digestion. La purification des isoformes lourdes, qui a été faite en une 
seule étape sur une résine de nickel, n’est pas adéquate pour obtenir un bon rendement de 
PACE4 pure. Plusieurs protéines semblent lier non spécifiquement la résine et élue au même 
pH que la PACE4. Une infirme quantité d’imidazole pourrait être ajoutée dans les tampons 
de lavages afin de compétitionner les interactions non spécifiques. Aussi, davantage d’étapes 
de purification non sélectives comme un tamis moléculaire avant la purification d’affinité 
pourraient augmenter la pureté de la fraction finale. Il a également été observé qu’une part 
de PACE4 légère peut être détectée dans les fractions purifiées indiquant que le marquage 
n’est pas efficace à 100 %. Il faut être certain de réduire au maximum la présence dans les 
fractions pures de la PACE4 légère pour ne pas surestimer les dosages. Un conditionnement 
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plus long des cellules dans le milieu SILAC (au moins 2 passages) avant la transfection 
pourrait être fait pour que toutes les arginines et les lysines utilisées par la cellule soient 
puisées seulement dans le réservoir ajouté de façon exogène et que les réserves d’arginine et 
de lysine légères résiduelles dans la cellule soit éliminées. Dans ce sens, un grand effort doit 
être fait pour purifier une PACE4 isotopiquement marquée. À l’aide de la PACE4 lourde 
pure, quelques paramètres pourront être vérifiés pour démontrer la robustesse et les 
performances de l’essai, tels que les limites absolues de détection et de quantification ainsi 
que la reproductibilité intrajour et interjours.  
 
Dans l’étude de Klee, les analyses sont normalisées simplement par l’ajout des peptides 
isotopiquement marqués qui sont plus facilement purifiés (Klee et al., 2012). C’est une autre 
force de cette étude. Ils ont employé une méthode qui s’appelle le SISCAPA (Anderson et 
al., 2009) et qui consiste à digérer le protéome sérique à la trypsine pour ensuite capturer le 
peptide d’intérêt en MRM avec un anti-peptide. La méthode demande cependant que le 
peptide soit à la fois sensible et immunogène afin d’y diriger un anticorps pour faire la 
capture, ce qui est en quelque sorte une faiblesse de leur étude étant donné que cela impose 
une limite quant au choix des peptides suivis en MRM. Le groupe de Klee fait le suivi d’un 
seul peptide AEGQWTLEIQDLPSQVR qui est en fait l’un des peptides ayant été identifiés 
dans l’analyse initiale pour sélectionner les peptides de l’essai pseudoMRM. Ce peptide n’est 
pourtant pas le plus sensible pour le suivi de PACE4. Il a été abandonné au cours de notre 
étude. 
5.5 Importance de mettre au point un essai de dosage pour PACE4 
Malgré que l’importance fonctionnelle de PACE4 soit démontrée dans le cancer en général, 
peu d’études ont évalué en profondeur son potentiel comme biomarqueur néoplasique. Outre 
les études faites sur le CaP, 5 études ont été répertoriées dans la littérature. La première étude 
a analysé 172 cas de cancer du poumon non à petites cellules et ils ont montré, par PCR 
quantitative et par IHC, que l’expression de PACE4 est associée au stade pathologique, à la 
présence de métastases aux nœuds lymphatiques et à un mauvais pronostic. Les cas dont 
l’expression de PACE4 est nulle ou faible avaient un taux de survie et un temps sans présence 
de la maladie plus grands que les cas dont l’expression était élevée (Lin et al., 2015). Un 
second groupe de recherche a choisi trois gènes, GLUT3, HSAL2 et PCSK6 (encodant pour 
  
85 
85 
PACE4), d’une liste de 77 gènes étant surexprimés dans les tissus de cancer épidermoïde de 
la langue comparativement aux tissus sains adjacents, et ils les ont comparés par PCR 
quantitative dans une cohorte de 49 patients pour voir si l’expression de ces gènes était 
associée au pronostic de ce type de cancer. Dans cette étude, PCSK6 ne corrélait avec aucun 
paramètre pronostique du cancer épidermoïde de la langue (Estilo et al., 2009). Une troisième 
étude a mis en évidence par PCR qu’une expression faible de PCSK6 au niveau des tumeurs 
était positivement associée à un taux de survie plus élevé chez des patients atteints d’un 
cholangiocarcinome intrahépatique (Wang et al., 2016). Les auteurs de la quatrième étude 
qui a été répertoriée ont fait une micropuce d’analyse de l’expression de plusieurs gènes dans 
le but d’identifier des gènes associés à l’invasion des glioblastomes et ils ont validés 27 gènes 
surexprimés dont l’ontologie génique était associée à l’invasion dont en autre PCSK6. L’IHC 
fait sur des tissus a montré que le marquage de PACE4 était consistant autant dans les zones 
riches en cellules et les zones infiltrantes (Delic et al., 2012). Enfin, une étude a identifié 
PCSK6 parmi 117 gènes dont l’expression est différente dans les tissus de carcinome 
hépatocellulaire et les tissus sains avoisinants (20 paires) à l’aide d’un essai en PCR ciblant 
3370 gènes sans toutefois faire des analyses comparatives (Kurokawa et al., 2004).  
 
Dans l’ensemble, aucune étude n’a fait la quantification absolue des niveaux protéiques de 
PACE4. L’information qui peut être tirée d’une analyse en IHC est assez relative et elle est 
fortement influencée par l’expérimentateur et par l’évaluateur (Matos et al., 2010). L’essai 
d’IP-pseudoMRM de PACE4 qui est mis en place permettra d’avoir des données objectives 
et quantitatives. Cet essai est également simple et pourrait facilement être intégré dans les 
analyses biochimiques de routine et à l’étude des biomarqueurs potentiels dans différentes 
pathologies, autres que le CaP, pour vérifier si les niveaux de PACE4-CtCons ou PACE4-
CtAlt sont associés au risque de développer ces maladies. Il est ainsi primordial d’avoir un 
essai permettant de doser les niveaux protéiques absolus de PACE4-CtCons et PACE4-CtAlt.  
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6 CONCLUSIONS 
En conclusion, les travaux de ce mémoire font état du grand défi que représente la 
démonstration du potentiel d’un nouveau biomarqueur en clinique. Plusieurs étapes sont 
cruciales pour arriver à ces fins. Tout d’abord, il faut une méthode facile, sensible et robuste 
qui permet de doser de façon dose-dépendante les biomarqueurs en questions. Pour PACE4-
CtCons et PACE4-CtAlt, aucun test biochimique ne permettait de doser précisément les 
protéines. Un essai d’IP-pseudoMRM sensible permettant de discriminer les deux isoformes 
a ainsi été mis au point. Quelques détails techniques demeurent toutefois à régler pour avoir 
un essai robuste, comme l’ajout d’un élément normalisateur (la protéine lourde). Ensuite, il 
faut déterminer dans quels échantillons les analyses seront faites. Pour la clinique, les 
prélèvements sanguins et urinaires sont plus enviables, mais représentent des défis en soi. 
Dans ces travaux, il a été montré que l’emploi seul d’une colonne de déplétion des protéines 
abondantes n’était pas suffisant pour faire la détection de PACE4 dans le plasma humain de 
patients atteints d’un CaP par pseudoMRM. Seules les IP-pseudoMRM avec l’anti-domaine 
P et l’anti-CtCons permettait de détecter PACE4 dans le plasma humain suggérant que si la 
PACE4-CtAlt atteint le sang, c’est à des concentrations trop faibles pour être détecter dans 
notre essai. Aussi, dans l’urine humaine, il n’y aurait pas de PACE4-CtCons, ni de PACE4-
CtAlt. Jamais elles n’ont été décelées dans l’urine et aucune base de données ou étude ne 
démontrent le contraire. Malgré que la majorité des travaux présentés soient de la mise au 
point de méthode, les niveaux relatifs de PACE4-CtCons dans le plasma ont tout de même 
été comparés entre des patients sains et des patients atteints d’un CaP et il a été confirmé que 
les niveaux sont plus élevés chez ces derniers. Cependant, les niveaux varieraient de façon 
indépendante à l’APS, du stade pathologique et du score de Gleason. En tout, le travail fait 
au cours de ma maîtrise établit la base pour obtenir un essai clinique robuste et fiable 
permettant de faire le dosage absolu de PACE4-CtCons dans le but d’évaluer son potentiel 
comme biomarqueur sérique du CaP.   
6.1 Perspectives 
Pour la suite du projet, il est impératif de purifier les isoformes de PACE4 isotopiquement 
marquées avec une pureté parfaite et un rendement optimal pour normaliser l’essai. Il faudrait 
aussi augmenter davantage la sensibilité de l’essai dans le but de réduire le volume 
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d’échantillon utilisé. Une possibilité serait de faire les analyses MRM sur un appareil MS 
ayant des analyseurs plus spécialisés pour le MRM comme un triple quadripôle (QQQ) 
(Liebler et Zimmerman, 2013). Contrairement au Q-TOF, ces appareils permettent de non 
seulement sélectionner l’ion précurseur, mais aussi les ions produits qui seront analysés, 
réduisant le bruit de fond et augmentant la sensibilité.  Une autre option serait de mettre au 
point un essai ELISA de type sandwich. Pour ce faire, il faut produire davantage d’anticorps 
dans une autre espèce que le lapin puisque le lapin est la seule espèce ayant servi à produire 
les anticorps disponibles au laboratoire. Dans ce sens, des anticorps monoclonaux dirigés 
contre les différents domaines de PACE4 sont en production dans la souris. Si ces anticorps 
sont plus sensibles que ceux disponibles au laboratoire, ils pourraient être utilisés dans l’essai 
d’IP-pseudoMRM également. Il serait aussi intéressant de vérifier si des corrélations entre 
les niveaux de PACE4 dans les tumeurs de la prostate et ceux dans le sang de ces mêmes 
patients pourraient être faites. Cette analyse permettrait d’appuyer l’hypothèse que les 
niveaux dans le sang sont représentatifs des niveaux exprimés à la prostate.  Aussi, une 
analyse pour vérifier si les niveaux de PACE4 dans le sang peuvent prédire la récidive 
biochimique pourrait être intéressante pour vérifier le pouvoir pronostique de PACE4. Enfin, 
il serait intéressant de vérifier si la combinaison de l’APS et de PACE4 peut améliorer le 
dépistage des CaP cliniquement significatifs.  
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